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Abstract 



A peptide according to the invention connprises the amino acid sequence Trp-X-His-Pro-Gln-Phe-Y-Z, in 
which X represents any desired amino acid and Y and Z either both denote Gly, or Y denotes Glu and Z 
denotes Arg or Lys. A fusion protein according to the invention consists of the amino acid sequence of a 
complete protein, of a protein mutant such as a deletion mutant or substitution mutant, or of part of a 
protein linked to the sequence of a peptide of the invention. For the production of a recombinant protein by 
expression of a DNA sequence coding therefor in suitable host cells according to well-known methods, a 
DNA sequence is used which codes for a fusion protein and, if desired, the presence of the expression 
product is detected by means of a conjugate of streptavidin and a label or the desired protein is separated 
as a fusion protein by means of streptavidin affinity chromatography. 
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@ Fuslonspeptlde mil Bindungsaktlvitat f Qr Streptavldin 

@ £ln erflndungsgemaBes Peptid umfaBt die Amtnosaurese- 
quenz Trp - X - His - Pro - Gin - Phe - Y - Z, 
wobei X eine beliebige Aminosaura darstellt und Y und Z 
entwedar beida Gly oder Y Glu und Z Arg oder Lys bedeuten. 
Ein erfindungsgemSSes Fusionsprotein besteht aus der 
Aminosauresequenz eines vollstSndigen Proteins, einer Pro- 
tein-Mutante, wie elner Deletions- oder Substitutlons-Mu- 
tante, oder einem Proteinteii verbunden mit der Sequenz des 
Peptids nach Anspruch 1. 

Zur Herstellung eines rekomblnanten Proteins durch Expres- 
sion elner dafur kodierenden DNA-Sequenz in geelgneten 
WIrtszellan nach an slch bekannten Methoden verwendet 
man eine DNA-Sequenz, welche fur ein Fusionsprotein 
gemaS Anspruch 2 kodiert und weist gegebenenfalts die 
Anwesenheit des Expressionsproduktes uber ein Konjugat 
von Streptavldin und einer Markierung nach bzw. bewirfct die 
" Abtrennung des gewunschten Proteins als Fusionsprotein 
f uber eine Streptavidinaffinitatschromatographie. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Peptide, welche einem Protein, das mit einem solchen Peptid fusioniert ist. 
eine BindungsaffinitSt fQr Streptavidin verleihen, Fusionsproteine, die eln solches Peptid enthalten sowie Verfah- 
5 ren zur Herstellung eines derartigen rek mbinanten Proteins durch Expression einer dafilr kodierenden DN A- 
Sequenz in geeigneten Wirtszellen nach an sich bekannten Methoden, 

Wahrend Systeme zur effizienten Expression von Fremdproteinen in einer Vielzahl von verschiedenen Wirts- 
organismen weitgehend etabliert sind, stellen der Nachweis und die Reinigung des rekombinanten Genprodukts 
bei der gentechnologischen Proteinherstellung nach wie vor ein Problem dan Dies gilt vor allem dann, wenn das 

10 natQrliche Protein von Interesse nicht zuvor isoliert worden ist. so daB es weder hinsichtlich seiner biochemi- 
schen Eigenschaften charakterisiert werden konnte, noch spezifische Antiseren oder monoklonaie Antik6rper 
gegen das Protein erhaltlich sind. Diese Situation ist in letzter Zeit aufgrund der Entwicklung der Polymerase- 
kettenreaktion gehauft aufgetreten (Bloch W. (1991) Biochemistry 30, 2736-2747), weU es dadurch oft leichter 
ist, Informationen aber ein das Protein kodierende Gen zu erhalten, als das gereinigte natQrliche Protein selbst 

15 Urn den Nachweis eines rekombinanten Genprodukts in solchen Fallen zu ermSglichen, wo spezifische 
Immunreagenzien fQr das Protein nicht verfQgbar sind, wurden kurze Peptid-Anhangsel (Peptid-tags) verwen- 
det, die mit deni rekombinanten Protein auf Genebene fusioniert wurden. Solche Fusionspeptidsequenzen 
werden von spezifischen Antikdrpern erkannt, wenn sie am amino- oder carboxyterminalen Ende einer Protein- 
sequenz angefQgt werden. Beispiele fQr derartige Peptid-Anhangsel sind das Myc-tag (Munro & Pelham (1986) 

20 Cell 46, 291 -300; Ward et aL (1989) Nature 341. 544-546). das Flag-Peptid (Hopp et aL (1988) Bio/Technology 6 
204-1210), das KT3-Epitop-Peptid (Martin et aL (1990) Cell 63. 843-849; Martin et aL (1992) Science 255. 
192-194), em o-TubuIinepitop-Peptid (Skinner et aL (1991) J. BioL Chem. 266, 14163-14166) und das T7 Gen 
lO-Protem-Peptid-Tag (Lutz-Freyermuth et aL (1990) Pro& NatL Acad. ScL USA 87, 6393-6397). welche erfolg- 
reich fQr den Nachweis und in einigen Fallen auch fQr die Reinigung des rekombinanten Genprodukts verwendet 

25 wurden. Zusatzlich wurde in den meisten der genannten Beispiele festgestellt, daB diese kurzen Peptid-Anhang- 
sel, welche normalerweise 3 bis 12 Aminosauren lang sind, nicht mit der biologischen Funktion des Proteins 
mterferieren und deshalb nicht unbedingt nach der Expression abgespalten werden mQssen. 

Obwohl diese Fusionspeptide vorzQglich geeignet sind fQr die Detektion eines Proteins und deshalb wichtige 
Hilfsmittel fQr die Optimierung von Expressionsausbeuten und von Reinigungsprotokollen sind, sind die Anwen- 

30 dungsmOglichkeiten der ihnen innewohnenden Affinitatseigenschaften in einem Reinigungsschema begrenzt 
Der Grund hierfQr ist. daB die vorteilhaften Eigenschaften der bisher beschriebenen Peptide auf ihrer starken 
Bindung an emen AntikOrper basieren. Folglich mQssen. wenn das Protein Qber das Peptid-Anhangsel an eine 
Affinitatssaule gebunden ist, welche einen immobilisierten Antikdrper tragt, ziemlich extreme und damit wenig 
schonende Bedingungen (d h. unphysiologischer pH-Wert oder chaotrope Reagenzien) angewandt werden, urn 

35 das Protein wieder von der Saule zu eluieren. Wenn das rekombinante Protein in einer funktionellen Form 
produziert wurde. ist es jedoch wQnschenswert, potentiell denaturierende Bedingungen wahrend der Reinigung 
fi onA\™<f/^*^"" ^"^'■^^"Ks wurde nur fQr drei der oben beschriebenen Beispiele (Hopp et aL (1988); Martin et aL 
(1990); Sinner et aL (1991) supra) gezeigt, daS es mdglich ist, die Proteinpeptidfusion unter Verwendung 
milderer Bedingungen, d h. z. B. kompetitiv mit dem synthetischen Peptid zu eluieren. Auch in diesen Fallen 

40 verbleiben jedoch Nachteile, da die gegen die Peptid-Anhangsel gerichteten monoklonalen AntikOrper entwe- 
der teuer oder sch wer in ausreichenden Mengen zu erhalten sind 
Es war daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, kurze Peptidsequenzen zu entwickeln, die 

i) mit einem rekombinanten Protein vcrbunden werden kOnnen, ohne mit dessen Funktion zu interferieren, 
45 H) den Nachweis mit einem leicht verfQgbaren Reagenz ermdglichen und 
iii) leicht kontrollierbare Bindungseigenschaften zeigen. 

Geldst wird die Aufgabe erfindungsgemaB durch ein Peptid, umfassend die Aminosauresequenz Trp-X-His- 
Pro-Gln-Phe-Y-Z, wobei X eine beliebige Aminosaure darstellt und Y und Z entweder beide Gly oder Y Glu und 
50 Z Arg Oder Lys bedeuten. Im Rahmen der Erfindung wurde namlich festgestellt, daB die angegebene Peptidse- 
quenz eine hohe Bindungsaffinitat fQr Streptavidin, bzw. "Kem"-Streptavidm (ein proteolytisches Spaltprodukt 
von Streptavidin) (Bayer, EA, Ben-Hur. H, Hiller, Y. und Wilchek. M. (1989) Biochem. J. 259, 369 - 376) aufweist 
Wenn die angegebene Sequenz daher in einem Fusionsprotein vorhanden ist, so weist auch dieses Fusionspro- 
tein eine hohe Affinitat fQr Streptavidin auf. Ein entsprechendes Fusionsprotein ist daher ebenf alls Gegenstand 
55 der vorliegenden Erfindung. Die Peptidsequenz kann hierbei am carboxyterminalen Ende des Fusionsproteins 
vorhanden sein, kann theoretisch jedoch auch am aminoterminalen Ende oder innerhalb der Aminosaurese- 
quenz des Proteins liegen, solange hiermit keine negativen Eigenschaften verbunden sind, wie z. B. Hinderung 
Oder Zerstarung der biologischen Aktivitat eta 
Das im Fusionsprotein vorhandene Protein kann sowohl ein voUstandiges Protein, sowie eine Mutante eines 
60 Protems, wie z. B. eine Deletionsmutante oder Substitutionsmutante sein. und schlieBlich ist es auch mOglich, hier 
lediglich einen interessierendenTeil eines Proteins mit dem erfmdungsgemaBen verbunden zu erhalten. 

Die erfindungsgemaBen Fusionsproteine kdnnen leicht nachgewiesen werden durch Bindung an ein Konjugat 
aus Streptavidin und einer Markierung, wobei als Markierung samtliche dem Fachmann bekannte Markierun- 
gen verwendet werden kdnnen. Auch der sonstige Ablauf eines solchen Proteinnachweises kann unter dem 
65 Fachmarai gelaufigen Bedingungen durchgefQhrt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Expressionsv ktor, insbesondere ein bakterieller Expressions- 
vektor, der exprimierbar unter der Kontrolle eines geeigneten Promotors und Operators plaziert eine DNA-Se- 
quenz enthait, welche ein erfindungsgemafies Peptid kodiert, sowie mehrere Restriktionsschnittstellen m 
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5'-Richtung anschlieBend an diese DNA-Sequenz aufweist. welche die Einbringung einer weiteren DNA-Se- 
quenz erlaubt, die fur das zu exprimierende Protein oder ein Proteinteil kodiert 

Mit Hilfe des erfindungsgemaSen Expressionsvektors wird es ermdglicht, die DNA-Sequenz fur ein interessie- 
rendes Protein in einfacher Weise vor eine DNA-Sequenz fur das erfindungsgemaBe Peptid zu plazieren and 
nach Expression z.B. in Escherichia coli also ein erfindungsgemaQes Fusionsprotein zu erhalten. Wird in die 
Restriktionsschnittstelle in 5'-Richtung von der Peptidsequenz die DNA-Sequenz fOr das Protein inseriert, was 
wie auch die ttbrigen VerfahrensmaBnahmen bei der Herstellung des erfindungsgemaDen Expressionsvektors 
fttr den Fachmann gangige MaBnahmen sind, so wird ein Fusionsprotein erhahen, welches das die Streptavidin- 
Af finitat vermittelnde erfindungsgemaBe Peptid am Carboxy-Terminus aufweist 

Die Restriktionsschnittstelle muB im erfmdungsgemaBen Expressionsvektor nicht unbedingt unmittelbar 
neben der ersten oder letzten Base der fflr das Peptid kodierenden DNA-Sequenz liegen. Vorzugsweise sollte sie 
jedoch so liegen, daB bei Transkription das Leseraster nicht beeintrSchtigt wird und eine Verbindung von nur 
wenigen, vorzugsweise hSchstens zehn zusatzlichen Aminosauren zwischen dem Peptid und der AminosSurese- 
quenz des Proteins entsteht 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten 
Proteins durch Expression einer dafur kodierenden DNA-Sequenz in geeigneten Wirtszellen nach an sich 
bekannten Methoden. bei denen man eine DNA-Sequenz exprimiert. welche fOr ein erfindungsgemaBes Fusions- 
protein kodiert Die Vorteile dieses Verfahrens liegen darin. daB die Anwesenheit des Expressionsprodukts Qber 
ein Konjugat von Streptavidin und einer Markierung leicht nachgewiesen werden kann oder/und die Abtren- 
nung zur Aufreinigung des gewunschten Proteins als Fusionsprotein aber eine Streptavidin-Affinitats-Chroma- 
tographie bewirkt werden kann. 

Wie bereite oben ausgefQhrt. kann zum Nachweis der Anwesenheit des Expressionsproduktes, also des 
Fusionsproteins, Streptavidin als Konjugat mit einer beliebigen Markierung verwendet werden, wobei im 
Rahmen der Erfindung eine Enzymmarkierung bevorzugt ist Es konnen im Qbrigen die an sich bekannten 
Methoden zum Nachweis von Proteinen dabei zur Anwendung kommen. z. B, ELISA, RIA. Western-Transfer 
eta 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemSBen Verfahrens liegt darin, daB die Aufreinigung des exprimierten 
Fusionsproteins leicht durch AffinitStschromatographie Qber eine Saule mit immobilisiertem Streptavidin 
durchgefahrt werden kann. Die Elution kann dann vorteilhaft unter sehr milden Bedingungen durchgefOhrt 
werden, z. B. durch Zugabe von Biotin oder biotinahnlichen Verbindungen, oder auch mit Hilfe der durch 
Peptidsynthese gewonnenen Streptavidin-Affmitatspeptide. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die Elution mit Biotin bevorzugt Ebenso bevorzugt wird zur 
Affinitatschromatographie erne Saule verwendet, welche mit einer Streptavidin-Agarose-Matrbc oder auch mit 
an Eupergit™C gekoppeltem Streptavidin gepackt ist 

Aus obiger Darlegung der vorliegenden Erfindung ist zu ersehen, welche Uberragenden Vorteile dem erfin- 
dungsgemaBen Peptid und Fusionsproteinen. welche dieses Peptid enthalten, insofern innewohnen, als ein 
schneller und sicherer Nachweis des Expressionsproduktes Fusionsprotein ermoglicht wird, wobei zu erwahnen 
ist, daB Streptavidin ein billiges und leicht verf Ugbares Reagenz darstellt, das auch in Verbindung mit Markierun- 
gen wie Fluoreszenzmarkierung oder Enzymmarkierung erhaitlich ist Desweiteren zeigt das exprimierte Fu- 
sionsprotein leicht kontrollierbare Bindungseigenschaften an Streptavidin aufgnind der Anwesenheit des erfin- 
dungsgemaBen Peptids, so daB eine leichte Aufreinigung des Expressionsproduktes ermdglicht wird, die auch im 
groBtechnischen MaBstab durchfClhrbar ist 

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Expressionsvektoren wird die Expression eines erfindungsgemafien Fu- 
sionsproteins erleichtert, wobei ein solcher Expressionsvektor universell fUr alle zu exprimierenden Protein 
anwendbar ist Das erfindungsgemaBe Peptid stort im Fusionsprotein die biologische Aktivitat des Qbrigen 
Proteinanteils nicht und muB daher nicht unbedingt vor Weiterverwendung abgespalten werden. Sollte jedoch 
aus irgendwelchen GrQnden erne Abspaltung erwttnscht sein, so kann der erfindungsgemaBe Expressionsvektor 
auch derart aufgebaut sein, daB er zwischen der Restriktionsschnittstelle zur Einbringung der DNA-Sequenz f Or 
das Protein und der fttr das Peptid kodierenden Sequenz noch eine DNA-Sequenz aufweist, welche fOr eine 
spezifische Protease-Schnittstelle kodiert Somit ware nach Expression und gegebenenfalls Aufreinigung oder 
Nachweis des Expressionsproduktes eine leichte Abspaltung der Peptidsequenz mdglich. 

Die folgenden Beispiele eriautem in Verbindung mit den Figuren die Erfindung welter: 

Hierbei zeigen die 

Fig. 1 die DNA-Sequenz von pASK46 sowie die davon kodierten Aminosauresequenzen in alien drei Lesera- 
stern und Angabe der singularen Restriktions-Schnittstellen; 
Fig* 2 eine Restriktionskarte von pASK46; 

Fig. 3 den Nachweis erfindungsgemaBer Protein-Peptidfusionen in einem Filter-Sandwich-Test mit Jeweils 4 
Kolonien von Ecoli, transformiert mit verschiedenen Plasmiden; > 

Fig. 4 den Nachweis emer erfindungsgemaBen Protein-Peptidfusion im Western Transfer; 

Fig. 5 die in einem ELISA beobachteten Bindungssignale fOr ein Streptavidinkonjugat mit VerdQnnungsrei- 
hen der Periplasmafraktionen von induzierten Ecoli TGl-Zellen, transformiert mit Plasmiden, die fttr verschie- 
dene erfindungsgemaBe Fusionen aus einem Antikdrperfragment und einem Streptavidin-Affinitatspeptid ko- 
dieren; 

Fig.6A die Elutionsprofile d r Streptavidin- Affinitatschromatographie mit Periplasmafraktionen, wie in 
Fig. 5; 

Fig. 6B eine analoge Streptavidin- Affinitatschromatographie wie Fig. 6A, wobei hier das Antigen Lysozym 
der Periplasmafraktion zugesetzt worden war; 
Fig. 7 eine Restriktionskarte von pASK60-Strep; 
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Fig. 8 die DNA-Sequenz von pASK60-Strep mit den davon kodierten AminosSuresequenzen in alien drei 
Leserastern sowie den singulSren Restriktions-Schnittstellen; und 
Fig. 9 die k mmentierte Sequenz des Polylinkers von pASK60-Strep. 

5 AlIgemeineTechniken 

A) Gentechnische Methoden, Reagenzien 

DNA-Manipulationen wurden nach gSngigen gentechnischen Methoden (Sambrook Fritsch, EF* und 
to Maniatis T. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY) durchgefQhrt FQr Klonierung und Expression wurden die StSmme Escherichia coli K12 
TGI (supE, hsdA5, thi, A(lac-proAB) [P, traD36, proAB, lacPZAMlS]) (Gibson. TJ. (1984) Ph. D. Thesis, 
Cambridge University. England) und Escherichia coli K12 JM83 (ara, A(lac-pro AB), rpsL (- strA), 080, 
LacZAMtS) (Yanisch-Perron, C, Vieira, J. und Messing, J, (1985), Gene 33, 103- 1 19) verwendet Restriktionsen- 
15 zymc wurden bei Boehringer Mannheim, New England Biolabs und Gibco BRL, Taq DNA Polymerase bei 
Promega erworben. Restriktionsverdau und Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden unter den vom Herstel- 
ier empfoTilenen Bedingungen durchgeftihrt FUr die ortsgerichtete Mutagenese wurde eine modifizierte Vor- 
schrift nach Kunkel verwendet (Geisselsoder, Witney, F. und Yuckenberg, P. (1987), Bio techniques 5, 
786—791). Oligodesoxynukleotid-Synthese wurde unter Verwendung eines Applied Biosystems DNA-Synthese- 
20 automaton durchgefiihrt Das kovalente Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat wurde bei Amersham 
erworben und die Streptavidin-Agarose stammte von Biomol oder Sigma. AUe diese Reagenzien enthielten 
Kern-Streptavidin, eine proteolytisch verkttrzte Form des Proteins (Bayer, EA., Ben-Hur, H^ Hiller, Y. und 
Wilchek. M. (1989) Biochem. J. 259, 369-376). 

25 B) Plasmidkonstruktionen 

Das in dieser Studie verwendete Plasmid pASK46 wurde aus frUheren Gen-Konstrukten fQr die Expression 
des DUFv-Fragmentes in E.coli (Ward E.S, GUssow. D, Griffith, A.D., Jones, P.T. und Winter, G. (1989) Nature 
341. 544-546) und aus pASK40 (Skerra, A, Pfitzinger, L und Plfickthun. A. (1991) Bio/Technology, 9, 273-278) 
30 zusammengesetzt 

Die vollstSndige DNA-Sequenz von pASK46 ist in Fig. 1 dargestellt Eine Restriktionskarte desselben Plas- 
midszeigtFig.2. 

Es wurden sechs Derivate von pASK46 hergestellt, die fur vier verschiedene Peptide am C-Terminus von VH 
bzw. zwei Peptide am C-Terminus von VL des D13 Fv-Fragments (Boulot, G., Eisel6, J.-L. Bentley. GA, Bhat, 
35 T.N., Ward. E.S, Winter, G, und Poljak, R.]. (1990), J. MoL Biol., 213, 61 7-619) kodieren. 

Konstrukte mit Peptidanhgngsein an VH 

Die die Basenpaare 686—706 umfassende DNA-Sequenz auf pASK46 wurde durch die unten angegebenen, 
40 jeweils 30 Basenpaare langen Sequenzen, die fttr Nonapeptide kodieren, ersetzt 
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PASK46: 

pASK46-pillH: 

PASK46-P141H: 

pASK46-plIXa: 

PASK46-PZ4XH: 



686 706 
I I 
5 » -TCCOKai-TAATAAGAGClATGGGAGCOT-GCAnX^^ 
SerSer-BadEnd 

5» -TCCTCA-GCGTGGAGGCATCCACAGITCGGGGGCTAA-GCATC 
SerSer-AlaTrpAr^HlsProGlnPheGlyGlyEi^ 

5 » -TCCTCa.-CAG'KXSCTCCATCCACAGTTCGGTCGC^^ 
SexrSer-GlaTxpLevSisPxoGlnPheGlyGlyEad 

5 ' -TCCTCA-GCGTCX5AGGCAfrCCACAGTTCG*GCGC^^ 
SerSer-JUaTxpAxsTBisProGlnPheGlvArffBad 

5 • -TCCTCA-CAGTGGCTGCflTCCACAGTTCGAGCGCKVA-6C^^ 

SerSer-GlnTxpLeuHisProGliiPheGlvArgSDil 



fConstrukte mit Peptidanhangseln an YL 

Die die Basenpaare 1127—1169 umfassende DNA-Sequenz auf pASK46 wurde durch die tmten angegebenen, 
36 bzw. 44 Basenpaare langen Sequenz n ersetzt 



4 



DE 42 37 113^1 



1127 1169 
I I 
pASK4 6 : 5 • - ATCAAA- CGGGAACA2VAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATTAA.TAA- TGATC 

II eJJys -ArgGl uGljiLysLeuIl eSerGl uGl uAspLeuAsnEndEnd 

PASK46 -plllL: 5 • -ATCAAA-TCAGCGTGGCGTCATCCACAGTTCGGTGGCTAAGCT- TGATC 
IleLys-SerAlaTxpArgHisProGlnPheGlyGlyEnd 

PASK46 -pllXL: 5 • -ATCAAA-TCAGCGTGGCGTCATCCACAGTTCGAGCGCTAAGCATGCAAGCT- TGATC 
Xleliys 'SerAlaTzpAr^HisProGlnPbeGltArgrEnd 



C) Zellwachstum, Induktion und ZellaufschluD 

Zur Produktion der rekombinanten Proteine wurden die mit dem entsprechenden Expressionsplasmid trans- 
fortnierten E coIi-Zellen bei 22»C in LB-Medium, das 100 fig/ml Ampicillin enthielt. inkubiert. bis eine OD550 von 
0^ erreicht*war. Dann wurde IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt, die Temperatur wurde ggf, 
auf 20*C gesenkt und die Induktion der Proteinexpression wurde 3 Std lang fortgesetzt Die Zellen wurden dann 
abzentrifugiert und in einem geeigneten Puffer resuspendiert Ffir die Herstellung der periplasmatischen Zell- 
fraktion wurden die Zellen von 1 1 Kultur in 10 ml 50 mM Tris pH 8.0, 500 mM Saccharose, 1 mM EDTA 
resuspendiert und 30 Min. lang auf Eis inkubiert Die Spharoplasten wurden durch Zentrifugation sedimentiert. 
und der Uberstand wurde vor der weiteren Verwendung sterilfiitriert Wenn der Ansatz fOr die Reinigung mit 
einer Streptavidin-Agarose Saule vorgesehen war, wurde Avidin bis zu einer Endkonzentration von 40 \ig/m\ 
zugegeben. um freie Biotin-Gruppen zu komplexieren. Die Proteinldsung wurde durch Ultrafiltration aiif ein 
Endvoluraen von ca. 1 ml konzentriert und ttber Nacht gegen 1 1 50 mM Tris, pH 8.0, bei 4*»C diaiysiert Geringe 
Mengen an Prazipitat wurden vor der SSulenchromatographie durch Zentrifugation (Microfuge. 14000 rpm, 10 
Min^ 4**C) Oder Filtration mit einer Spin-X-Filtriereinheit (Costar) entfernt Zur Herstellung des Idslichen Teils 
des Gesamt-Zellproteins wurden die Zellen von 1 1 Kultur in 10 ml 50 mM Tris. pH 8.0. resuspendiert und mit 
Hilfe eines Hochdruck-Homogenisators (French pressure cell) bei 18000 psi aufgeschlossen. Das Homogenisat 
wurde zentrifugiert (45000 g. 30 Min, 4'' C) und dem Oberstand zur Komplexierung freier Biotingruppen Avidin 
bis 2u emer Konzentration von 40ng/ml zugesetzt Nach einer 30-mintttigen Inkubation bei 4'C wurde die 
ProtemlSsung sterilfiitriert und auf die Streptavidin-Agarose-Saule aufgetragen. Fflr die SDS-PAGE des Ge- 
samt- Zellproteins wurden die Zellen aus 4 ml Ecoli-Kultur in 400 \i\ 50 mM Tris, pH 8.0, resuspendiert und mit 
100 5 X SDS-PAGE Auftrags-Puffer versetzt (siehe unten). Chromosomale DNA wurde durch Ultraschallbe- 
handlung vor der Gel-Elektrophorese fragmentiert 

Beispiel 1 , 

Filter-Sandwich Test 

Der Filter-Sandwich Test wurde in Anlehnung an eine Strategic, die vorher von Skerra et aL (Skerra, A, 
Dreher, M.L und Winter, G. (1991) Anal Biochem. 196. 151 - 155) beschrieben wurde. durchgefflhrt Die trans- 
formierten E^li-Zellen wurden auf einer Nitrocellulose-Filtermembran (82 mm Durchmesser, Schleicher & 
Schuell) ausplattiert oder punktfdrmig aufgebracht, die auf einer Agar-Platte lag (mit LB-Medium, welches 
100 \ig/m\ Ampicillin und 10 mg/ml Glucose enthielt). Die Platte wurde ungefahr 8 Std. lang bei 37**C inkubiert, 
bis kleine Kolonien sichtbar wurden. Parallel dazu wurde eine zweite Nitrocellulose-Filtermembran 6 Std. lang 
mit einer Ldsung von 5 mg/ml HUhnereiweiB-Lysozym (Sigma), dem Antigen des DU Antikdrpers, in PBS-Puf- 
fer (4 mM KH2PO4, 1 6 mM Na2HP04, 1 15 mM NaCl) beladen und anschlieBend 2 Std. lang in PBS-Puffer mit 3% 
w/v BSA (Sigma, Fraktion V) und 0,5% v/v Tween 20 (Sigma) blockiert Diese "Antikdrper-Fang-Membran" 
wurde zweimal mit PBS gewaschen, mit flOssigem LB-Medium getrankt. das 100 jig/ml Ampicillin und 1 mM 
IPTG (Isopropyl P-D-Thiogalactopyranosid, Biomol) enthielt, auf eine Agar-PIatte mit der gleichen Medienzu- 
sammensetzung aufgebracht und mit der die Ecoli-Kolonien tragenden ersten Membran bedeckt Die Zellen auf 
diesem FUter-Stapel wurden Uber Nacht (14 Std) bei Rauratemperatur inkubiert um eine Expression der 
Fv-Fragmente mit C-terminalem Peptidanhangsel zu erreichen. Die obere Membran wurde dann abgehoben 
und auf eine frische LB Agar Platte gelegt, die 100 ng/ml Ampicillin und 10 mg/ml Glucose enthielt. um die 
Rcoli-Kolonien zur splteren Vermehrung bei 4**C aufzubewahren. Die Tang^-Membran wurde vom Agar 
abgehoben und dreimal mit PBS/Tween (PBS mit 0.1% v/v Tween) gewaschen. Der Nachweis von immobilisier- 
ten Fv-Fragmenten, die Peptide mit Streptavidin-bindender AktivitSt trugen. wurde durch einstttndige Inkuba- 
tion mit einem Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat erreicht, (1 : 2000 verdflnnt in PBS/Tween), in 
Gegenwart von 2 ^ig/ml Avidin (Polyscience> das 10 Min. vorher zugefflgt worden war. Nach griindlichem 
Waschen (3 x PBS/Tween; 2 x PBS) wurde die Membran in 10 ml AP-Puffer inkubiert (100 mM Tris pH 8^; 100 
niM NaQ; 5 mM MgCb), dem 30 yA BCIP-Stamralasung (50 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3 Indolyl-Phosphat 4-Tolui- 
dm Salz (Biomol) in Dimethyl-Formamid) und 5 jil NBT-Stamml6sung (75 mg/ml Nitro-Blau Tetrazolium (Bio- 
mol) in 70% v/v Dimethyl Formamid) zugesetzt worden waren (Blake. MS^ Johnston, ICR Russel-Jones, G.J. 
und Gotschlich. EC (1984) AnaLBiochenL. 136, 175-179). Die chromogene Reaktion wurde nach 30-60 Min. 
durch mehrmaliges Waschen in destilliertem Wasser gestoppt und der Filt r an der Luft getrocknet 

Fig. 3 zeigt jeweils 4 Kolonien von Escherichia coli TGI, transformiert mit den Plasmiden pASK46-pl41H (1), 
pASK46-pl 1 1 H (2), pASK46 (3) (als N gativkontroUe), und pASK46-pl 1 1 L (4). Abgesehen von der Negativkon- 
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trolle wird in alien Fallen ein intensives Bindungssignal fQr das Streptavidin-Konjugat beobachtet Ein etwas 
schwacheres Bindungssignal wurde mit den Plasmiden pASK46-pllXH. pASK4€-pl IXL und pASK46-pl4XH 
nachgewiesen (nicht gezeigt). 

5 Beispiel2 

SDS-PAGE und Western-Transfer 

SDS-PAGE wurde in vertikalen Flachgelkammern unter Verwendung des Puffersystems von Fling, S.P. und 

to Gregerson, D£<(1986) AnaL Biochem^ 155, 83—88) durchgeftthrt Fiir den Western Transfer wurde das Gel nach 
der Elektrophorese in Transferpuffer (Elektrophorese-Laufpuffer mit 20% (v/v) Methanol) getrankt Das Prote- 
in wurde mit der "Semi-dry"-Technik auf cine Immobilon-P Membran (Millipore) transferiert bei einer konstan- 
ten Stromstarkc von 1 mA/cm^ im Verlauf einer Stunde bei 4*'C Anschliefiend wurde die Membran mit PBS, das 
0^% v/v Tween und 3% BSA w/v enthieit, 1 Std. lang bei Raumtemperatur blockiert Nach dreimaligem 

15 Waschen mit PBS/Tween wurde die Membran 1 0 Min. lang mit Avidin inkubiert (2 |ig/ml in PBS/Tween), um das 
Biotincarboxyl-Carrierprotein zu komplexieren. Danach wurde mit einem Streptavidin-alkalische Phosphatase- 
Konjugar 1 :4000 verdQnnt in PBS/Tween eine Stunde lang inkubiert Nach griindlichem Waschen (3x PBS/ 
Tween; 2 x PBS) wurde der Transfer unter Verwendung des BCIP/NBT Protokolls (siehe Beispiel 1) entwickelt. 
Fig, 4 zeigt den Nachweis der entsprechenden Protein-Peptidfusionen im Western-Blot Es wurden gleiche 

20 Aliquots der periplasmatischen Fraktionen von induzierten Escherichia coli TGI Zellen, transformiert mit den 
Plasmiden pASK46-pl41H (1), pASK46-plliH (2). pASK46-plllL (3) und pASK46 (4) (als Negativkontrolle) 
durch SDS-PAGE aufgetrennt Nach dem Transfer der Proteine auf eine Immobilon-P Membran wurde die 
enisprechende Peptid-Protein Fusion mit dem Streptavidin-Konjugat spezifisch nachgewiesen, Ein etwas 
schwScheres Signal in einem analogen Experiment lieferten die Plasmide pASK46-pl IXH. pASK46-pt IXL und 

25 pASK46-pl4XH (nicht gezeigt). Vergleichbare Resultate wurden erzielt, wenn das Gesamtzellprotein im SDS- 
PAGE aufgetrennt wurde. 

Beispiel 3 

30 ELISA 

Sieben Reihen einer Mikrotiter-Platte mit 96 Vertiefungen (Falcon #3912) wurden mit 100 \i\ einer L6sung 
von 3 mg/ml Lysozym in 50 mM NaHCOs, pH 9,6, bei 4»C uber Nacht beladen. AnschlieBend wurde bei 
Raumtemperatur mit 2% w/v fettfreier Trockenmilch (BioRad) in PBS 2 Std lang blockiert Nach dem Waschen 

35 (3 X PBS/Tween) wurden je 50 \i\ der periplasmatischen Zellfraktionen der entsprechenden Klone als VerdOn- 
nungsreihe in PBS/Tween zupipettiert und 1 Std. lang inkubiert Die Konzentrationen der Fv-Fragmente in den 
unverdQnnten Fraktionen betrugen ungefahr 50—100 ^ig/ml (geschatzt durch SDS-PAGE). Nach dem Waschen 
(3 X PBS/Tween), wurden 50 ^1 Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat in einer VerdOnnung von 1 : 1000 
in PBS/Tween zugesetzt und 1 Std lang inkubiert Ungebundenes Konjugat wurde durch jeweiis zweifaches 

40 Waschen mit PBS/Tween und PBS entfemt und 100 jil NPP-L6sung {0J5 mg/ml p-Nitrophenyl-Phosphat; 03 M 
Diethanol-Amin, pH 9,6; 1 mM MgCh) zupipettiert Das Farbsignal wurde 5-10 Min. lang entwickelt und durch 
Zugabe von 100 \i\ 10 mM EDTA, pH 8,0, gestoppt Die Absorptionswerte wurden unter Verwendung eines 
Mikrotiterplatten-Photometers bestimmt, imd die Daten wurden als A405— A450 Differenzwerte nach Abzug des 
Blindwertes fQr jede VerdOnnung aufgezeichnet Die Blindwerte wurden durch eine VerdQnnungsreihe der 

45 periplasmatischen Zellfraktion bestinmit, die das D\3 Fv-Fragment ohne Peptidanhangsel enthieit, und erwie- 
sen sich als konstant fiber den gesamtenVerdannungsbereich(A405—A450 - 0,199 ± 0,009). 

Fig. 5 zeigt die beobachteten Bindungssignale fflr das Streptavidin-Konjugat mit VerdQnnungsreihen der 
Periplasmafraktionen von mduzierten Escherichia coli TGl-Zellen, transformiert mit den entsprechenden Plas- 
miden. 

50 

Beispiel 4 

Proteinreinigung durch Streptavidin-Affinitatschromatographie 

55 Eine SEule, die mit 6 ml Strepta^ddin-Agarose (ungefahr 1 mg Streptavidin pro 1 ml Gel) gepackt war, wurde 
mit 10 Volumen von 50 mM Tris, pH 8,0 equilibriert Die periplasmatische Zellfraktion von 0^ 1 der mit dem 
entsprechenden Plasmid transformierten Ecoli-Zellen wurde auf die SSuIe aufgetragen und mit dem Tris-Puffer 
nachgewaschen. Das hybride D13 Fv-Fragment wurde dann mit einer L6sung von ImM Iminobiotin (Sigma) 
Oder 5 mM liponsflure (Sigma) in dem gleichen Puffer spezifisch eluiert Da diese Biotin-Analoga sehr viel 

60 schwacher an Streptavidin bind n als Biotin selbst (Gr n, N.M. (1975) Adv. Protein Chem., 29, 85— 133), konnte 
die Saule durch einf aches Waschen mit 10 Volumen Tris-Puffer regeneriert werden. Alle chromatographisch n 
Schritte wurden bei einer DurchfluBrate von 30ml/Std bei einer Temperatur von 4'C durchgeftthrt Die 
Streptavidin-Affinitatschromatographie des iSslichen Teils des gesamten Zellprotdns wurde bei einer Durch- 
fluBrate von ungefahr 20 ml/Std unter s nst identischen Bedingungen durchgefilhrt Die Ausbeute an gerei- 

65 nigtem hybriden Fv-Fragment lag normaierweise im Bereich von 0,5 mg/L*OD550 Ecoli-Kultun Zur Streptavi- 
din-Affinitatsreinigung des D13 Fv-Lysozym-Komplexes wurde eiiie periplasmatische Zellfraktion. die das D13 
Fv(pl 1 1 L) Fragment enthieit und gegen 50 mM NaH2P04, pH 7,0, 1 15 mM NaCl, 1 mM EDTA dialysiert worden 
war, mit der ca, dreifachen molaren Menge an Lysozym versetzt Nach 1-stOndiger Inkubation bei 4*C und 
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anschlieBender Zentrifugation wurde die resultierende Proteinlosung der Streptavidin-Agarose Affinitatschro- 
matographie unterworfen (wie oben), wobei der letztgenannte Puffer verwendet wurde. 

Fig. 6A zeigt die Elutionsprofile (Absorption bei 280 nm) der Streptavidin- Affinitatschromatographie. welche 
mit den Penplasmafraktionen von Escherichia coli TGl-Zellen, die mit pASK46-plllH bzw. pASK46-plllL 
transformiert waren, durchgefuhrt wurde. Darunter sind mit Coomassie-Briliiantblau (Serva) angefarbte SDS- 
Polyacrylamidgele der nach Aniegen einer Iminobiotin-Losung erhaltenen Fraktionen wiedergegeben. Daraus 
ist zu ersehen, daB beide Untereinheiten des Fv-Fragments gemeinsam in reiner Form und spezifisch eluiert 
wurden. obwohl nur jeweils eine Kette des heterodimeren Proteins mit dem Streptavidin-Affinitatspeptid 
fusioniert war. Im Fall von pASK46-plllL wiesen die beiden Ketten gleiche Mobilitat in der SDS-PAGE auf. 
Die Funktionalitat des gereinigten Proteins wurde daher durch ein ELISA-Experiment (wie in Beispiel 3) 
zusatzhch nachgewiesen. Bei einer analog durchgefuhrten Chromatographie, bei der das Gesamtzellprotein von 
Eschenchia coh TGl-Zellen, die mit pASK46-pl 1 IH transformiert waren. aufgetragen wurde, wurde ebenfalls 
das rekombinante Protein als intaktes Heterodimer in reiner Form erhalten, 

rxf^^A^^^*®"* analoge Streptavidin-Affmitatschromatographie dar, wobei hier Lysozym, das Antigen des 
DU Fv-Fragments, der Periplasmafraktion von Escherichia coli TGl-Zellen, transformiert mit pASK46-pl 1 IL, 
zugesetzt worden war. Das unter dem Elutionsprofil wiedergegebene, mit Coomassie-Briliiantblau (Serva) 
angefarbte-SDS-Polyacrylamidgel zeigt die durch Elution mit der Iminobiotin-L6sung erhaltene Produktfrak- 
tion (2) und zum Vergleich gereinigtes Lysozym (3) sowie das separat gereinigte rekombinante Fv-Fragment (4). 
Spur (1) gibt den Molekulargewichtsstandard wieder. Es wird ersichtlich, daB der Immunkomplex aus rekombi- 
nantem Fv-Fragment und dem Antigen Lysozym spezifisch gereinigt worden ist 

Beispiel 5 

Konstruktion und Verwendung von pASK60-Strep 

pASKeo-Strep wurde ausgehend von pASK40 (Skerra. A, Pfitzinger, I und PlOckthun, A. (1991) Bio/Techno- 
logy, 9, 273-278) unter Verwendung ortsgerichteter Mutagenese und PGR hergestellt Eine Restriktionskarte 
sowie die gesamte DNA-Sequenz von pASK60-Strep sind in den Fig. 7 und 8 gezeigt Der Polylinker auf 
pASK60-Strep enthalt einen verbesserten Satz singularer Restriktionsschnittstellen. einschiieBlich zweier Re- 
stnktionsschnittstellen, die direkt am 3'-Ende der fQr das OmpA-Signalpeptid kodierenden Region liegen, und 
wird von emer fQr das Streptavidin- Bindungspeptid "{Ser-Ala-)Trp-Arg-His-Pro-Gln-Phe-Gly- 
Gly*' kodierenden DNA-Sequenz gefolgt (vgL Fig. 9). Die direkte Expression eines Fremdgens in ELcoli. d h. ohne 
Verwendung der OmpA-Signalsequenz, kann erreicht werden unter Verwendung der Xbal-Schnittstelle und 
Rekonstruktion des 16 Basenpaare umfassenden Bereichs zwischen demStop-Codondes lacZ Mini-Cistrons und 
dem Start-Codon des Strukturgens (vormals OmpA-Signalsequenz). Um dagegen eine Fusion mit der OmpA-Si- 
gnalsequenz herzustellen, die auf pASK60-Strep kodiert ist, kann das Strukturgen direkt unter Verwendung der 
StuI- Oder Bsal-Schnittstellen einkloniert werdea StuI (Erkennungssequenz ''AGG OCT) erzeugt ein glattes 
Ende nach dem ersten Nukleotid des letzten Codons (Ala) der Signal-Sequenz. Eine prazise Fusion kann somit 
unter Zuhilfenahme emer kompatiblen Restriktionsstelle (z, B. StuI, PvuII. Nrul) direkt vor dem Strukturgen 
geschaffen werden. Bsal ist ein Restriktionsenzym vomTyp Ila, dessen SchneidesteUe von der Erkennungsstelle 
entfernt Iiegt ("GAGACC, unterstrichen in Fig. 9). Durch Schneiden mit diesem Enzym wird ein 5'-Uberhangen- 
des DNA-Ende erzeugt ("GGCC, in kleinen Buchstaben gedruckt in Fig. 9), das am auBersten 3'-Ende der 
Signal-Sequenz Iiegt. ohne in die Kodierungsregion des maturen Teiies des zu klonierenden Gens hineinzuragen 
Dieses kohasive Ende kann mit den Enden. die von den Restriktionsenzymen Eael und EagI erzeugt werden! 
hgiert werden. Weiterhin ist es mdglich, z. B. durch PGR bei der Herstellung des zu klonierenden DNA-Frag- 
ments, eine kompatible Restriktionsstelle einzufOhren. die die reife aminoterminal kodierende Region des Gens 
nicht beemtrachtigt. wenn die BsaI-(oder ein anderes Ila-Enzym, wie BspMI eta) Erkennungssequenz auf die 
gegenUberhegende Seite des kohasiven Endes, das erzeugt werden soil, plaziert wird. Die Fusion des Struktur- 
gens an die fQr das Streptavidin-Bindungspeptid kodierende Region kann imter Verwendung der Eco47III-Re- 
striktionsschnittstelle (Erkennungssequenz "AGC GCT) erreicht werden, was zu einem glatten Schnitt direkt 50 
zwischen dem Ser-Codon ("AGC*, in kleinen Buchstaben gedruckt in Fig. 9) und dem Ala-Codon vor der 
eigentlichen Peptidsequenz nach Anspruch 1 fuhrt Wenn das Ser-Codon wiederhergestellt werden soli, kdnnen 
verschiedene Restriktionsstellen fQr die Erzeugung eines kompatiblen Endes benutzt werden, auBer Eco47III 
z.B.auch Seal und Nrul. 



Beispiel 6 

Expression und Nachweis einer lasUchen Domane des LDL-Rezeptors mit pASK60-Strep 

Der menschliche "Low density Iipoprotem"-Rezeptor besteht, abgesehen von einer N-terminalen Signalse- 
quenz,dieimmatur n Rezeptor abgespalten ist, aus fQnf Proteindomanen, v n denen die vierte d nTransmera- 
brananteil darstellt Zur Klonierung der ersten, N-terminalen Proteindomane, die die Aminosauren 1 bis 292 
umf aBt, wurde das Plasmid pLDLR3 (ATCC Nr. 57004) (Yamamoto, T, Davis, QG., Brown, MS^ Schneider, W.J, 
Casey, ML, Goldst in, J.L. und Russell, D.W. (1984) Cell 39, 27-38) verwendet Das entsprechende DNA-Frag- 
ment wurde mit Hilf e der Oligodesoxynukleotid-Primer "S'-TAG CAA CGG CCG CAG TGG GCG ACA GAT 
GT (fQr den N-Terminus, mit der Restriktionsschnittstelle EagI) und "5'-TTC GTT AGT ACT GCA CTC TIT 
GAT GGG TTC (fOr den C-Terminus, mit der Restriktionsschnittstelle Seal) durch PGR ampUfiziert, isoliert 
und mit den Restriktionsenzymen EagI und Seal geschnitten. Dieses DNA-Fragment wurde in pASK60-Strep 
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Uber dessen Restriktionsschnittstellen Bsal und Eco47III unter Verwendung des E.coli-Stamms K\2 JM83 
kloniert Nach Oberprafung des erhalienen Plasmids durch Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierung wurde 
von eincm Klon eine Kultur hergestellt und die Proteinexpression induziert, wie weiter ben beschrieben. Das 
Gesamtzellprotein der erhaltenen Zellen wurde in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western- 
5 Transfer auf eine Immobilon P-Membran CiberfQhrt Mit Hilfe des Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konju- 
gats (vgl. Beispiel 2) konnte die rekombinante RezeptordomSne von ca. 40 000 Dalton spezifisch nachgewiesen 
werden. 

PatentansprQche 

10 

1. Peptid, umfassend die Aminosauresequenz Trp-X- His- Pro-Gin- Phe-Y—Z, wobei X eine beliebi- 
ge Aniinosaure darstellt und Y und Z entweder beide Gly oder Y Glu und Z Arg oder Lys bedeuten. 

2. Fusionsprotein, dadurch gekennzeichnet, daB es aus der Aminosauresequenz eines vollstandigen Proteins, 
einer Protein-Mutante, wie einer Deletions- oder Substitutions-Mutante. oder einem Proteinteil verbunden 

1 5 mit der Sequenz des Peptids nach Anspruch 1 besteht 

3. Expresslonsvektor, dadurch gekennzeichnet. daB er, exprimierbar unter der Kontrolle eines geeigneten 
Promotors und gegebenenfalls Operators, eine DNA-Sequenz enthalt, welche ffir ein Peptid nach Anspruch 
1 kodiert sowie eine Restriktionsschnittstelle in 5'- oder/und 3'-Richtung anschlieBend an diese DNA-Se- 
quenz aufweist, welche die Einbringung einer weiteren DNA-Sequenz erlaubt, die fQr ein zu exprimierendes 

20 Protein oder einen Proteinteil kodiert 

4. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Proteins durch Expression einer dafflr kodierenden 
DNA-Sequenz in geeigneten Wirtszellen nach an sich bekannten Methoden, dadurch gekennzeichnet, daB 
man eine DNA-Sequenz verwendet, welche fOr ein Fusionsprotein gemSB Anspruch 2 kodiert und gegebe- 
nenfalls die Anwesenheit des Expressionsproduktes ilber ein Konjugat von Streptavidin und einer Markie- 

25 rung nachweist bzw. die Abtrennung des gewQnschten Proteins als Fusionsprotein Qber eine Streptavidinaf- 
finitatschromatographie bewirkt 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, daB man ein Konjugat aus Streptavidin und einer 
Enzymmarkierung verwendet 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet daB man als Enzymmarkierung alkalische Phospha- 
30 tase verwendet 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB man zur Affmitatschromatographie eine 
Streptavidin-Agarosematrix verwendet 

8. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB man bei der Affmitatschromatographie das 
Fusionsprotein durch Zugabe von natQrlichen Liganden des Streptavidins. insbesondere Biotin, syntheti- 

35 schen Derivaten davon. insbesondere 2-Iminobiotin oder Liponsaure, oder synthetischen Peptiden nach 
Anspruch 1 eluiert 
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Figur 1 



DNS-Sequenz des Plasmids pASK46 

Gezeigt sind Strang ' (mit kodierten Aminosaeuresequenzen in alien drei 
Leserahmen) und Gegenstrang mit s.ingulaeren Restriktionsschnittstellen. 

GCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATCC^ 

1 + + + + + + 60 

CGCGGGTTATCOSTTTGGCGGAGAGGGGCGCGCAACCGGCTAAGTAATT^^ 

a: AlaProAsnThrGlnThrAlaSerProArgAlaljeuAlaAspSerLeuMetGlnljeiiAla . - 

b: ArgProIleArgLysProProLeuProAlaArgTrpProIleHisEndCysSerTrpHis - 

c: AlaGlnTyrAlaAsnArglieuSerProArgvalGlyArgPhelleAsnAlaAlaGlyTlir - 

CGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTCAGCGCAACGCAATTAATC^ 

61 + + + + + + 120 

GCTGTCCTVAAGGGCTGACCTTTCGCCCGO^CTCGCGTTGCGTTAATT 

a : ArgGlnValSerArgLeuGluSerGlyGlnEndAlaGlnArgAsnEndCysGliaLeiaAla 

b; AspArgPheProAspTrpLysAlaGlySerGlixArgAsnAlalleAsnvalSerEndLeu - 

c: oaurGlyPheProThrGlyLysArgAlaValSerAlaThrGlnlieuMetEndValSerSer - 

CACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGT^ 

121 + + + + + + 180 

GTGAGTAATCC6TGGGGTCCGAAATCTGAAATAC6AAGGCCGAGCATACAACACACCOT 

a : HisSerLeuGlyltoProGlyPheThrLeuTyrAlaSerGlySerTyrValvalTrpA^ 

b: ThrHisEndAlaProGliiAlaLeuHisPbeMetLeuProAlaArgMetLeuCysGlylle - 

c: LeulleArgHisProArgLeuTyr*lOarLeuCysPheArgLeuValCysCysValGluLe^ - 

H 
i 
n 
d 
I 
I 
I 

TGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCAT^^ 

181 + + + + + + 240 

ACACTCGCCTATTGOTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATAe^ 

a : CysGluArgI leThrl leSerHisArgLysGlnLeuEndProEndLefuArgGlnAlaCys 

b: ValSerGlyEndGlnPheHisT^hrGlyAsxiSerTyrAspHisAspTyrAlaliysL^ - 

c: EndAlaAspAsnAsnPheThrGlnGlu'ltoMaMetTtaMetllel^ - 

ATGCAAATTCTATTTCAAGGAGAO^TCATAATC^^ 

241 - + + + + + 300 

TACGTTTAAGATAAAGTTCCTCTCTCAGTATTACTTTATC 

a : MetGlnlleLeuPheGlnGlyAspSerHisAsnGlulleProlleAlaTyrGlySerArg 

b: CysLysPheTyrPheLysGluitarVallleMetLysTyrLeu^ - 

c: AlaAsnSerlleSerArgArgGlnSerEndEndAsnnlarTyrCysIieuArgGlnProLeu - 
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/ 

TOGATTGTTATTACTCGCTCCCCAACCAGCGATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGT» 



ACCTAACAATAATGAGCGACGGGTTGGTCGCTACCGGGTCCACGTCGACGTCCTCAGTCC 

TrpIleVallleThrArgCysProThrSerAspGlyProGlyAlaAlaAlaGlyvalArg 
GlyLeuLexiLeiiLeuAlaAlaGlnProAlaMetAlaGlnvalGliiLeuGlnGluSerGly 
AspCysTyrTyrSerLeuProAsnGliiArgrTrpProArgCysSerCysArgSerGlnAsp 



ACCTGGCCTGGTGGCGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCACATGCACCGTCTCAGGGOT^ 



TGGACCGGACCACCGCGGGAGTGTCTCGGACAGGTAGTGTACGT6GCAGAGTCCCAAGAG 

'rfhrTrpProGlyGlyAlaLeultorGluProValHisHisMetHisArgLeuArgValljeu 
ProGlyLeuValAlaProSerGlxiSerljeuSerlleThrCysThrValSerGlyPheSer - 
LexiAlaTrpTrpArgProHisArgAlaCysProSerHisAlaPrbSerGlnGlySerHis - 

ATTAACCGGCTATGGTGTAAACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAT^GGGTC^ 

421 + + + + + + 480 

TAATTGGCCGATACCACATTTGACCCAAGCGGTCGGAGGTCCTTTC 

IleAsnArgLeuTrpCysLysIjeuGlySerProAlaSerArgLysGlySerGlyValAla 
LeuIQirGlylVrGlyValAsnTrpValArgGlnProProGlyLysGlylieuGluTrplieu - 
EndProAlaMetValEtodThrGlyPheAlaSerLeuGliiGliiArgValTrpSerGly^ - 

GGGAATGATTTGGGGTGATGGAAACACAGACTATAATTCAGCTC^^ 

481 + + + + + + 540 

CCCTTACTAAACCC<3W:n'ACCTTTGTGTCTGAl!ATTAA^ 

GlyAsnAspLeuGlyEndTrpLysHisArgLeuKndPheSerSerGim leGlnThrGlu 
GlyMet X 1 eTrpGlyAspG lyAsnThr AspTyr AsxiS erAlaljeiiLysSerAr gLeuS er 
GliiBndPheGlyValMetGlulOirGlnitolleXleGliiLeiiSerAsnProAspK^ - 

O^TOlGCAAGGACyVACTCCAAGAGCCAAGTTOT 

541 . + + + + + + 600 

GTAGTCGTTCCTGTTGAGGTTCTCGGTTCAAAAGAATTTTO^ 

HisGlnGlnGlyGlnlieuGlnGluProSerPheLeuLysAsnGluGlnSerAlaHisEnd 
IleSerLysAspAsnSerLysSerGlnValPbelieuLysMetAsnSerLeuHisltoAsp - 
SerAlaArgTlirThrProArgAlaliysPheSerEncUiysEndl^ - 



301 



+ 360 
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2EICHNUNGEN SH^ Nummer: DE 42 37 113 A1 

lnt.CI.5: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 

S 
t 

y 
I 

TCACTVCAGCCAGGTACTACTGTGCCAGAGAGAGAGATTATAGGCTTGACTACTGGG^ 

601 + + + + + + 660 

ACTGTGTCGGTCCATGATGACACGGTCTCTCTCTCTAATATCCGAACTGATGACCCCGGT 

a : EndHisSerGlnValLeuLeuCysGliiArgGlxiArgLeiiEndAlaEnciLeiiLeuGlyPTO 

b : AspT^irAlaArgTyrTyrCysAlaArgGluArgAspriVrArgLeiiAsprEVr^ - 

c: OOirGlnProGly^ITiraairValProGluArgGluIlelleGlyLeuTli^^ - 

B 
s 

D t 
S E 

a I 
I I 

AGGCACCACGGTCACCGTCTCCTCATAATAAGAGCTATGGGAGCTTGCATGOV^ 

661 + + + + + + 720 

TCCGTGGTGCCAGTGGCAGAGGA6TATTATTCTCGAa?ACCCTCGAACGTACGTTTAAGAT 

a: ArgHisHisGlyHisArgLeuIieuIlelleArgAlaMetGlyAlaCysMetGlnlleLeu 

b : GlyThrThrValllirValSerSerEndEndGluLeuTrpGliiLeiiAlaCysLysPheT^ - 

c: AlaProArgSerProSerProHisAsnliysSerTyrGlySerLeuHisAlaAsnSerlle - 

TTTCAAGGAGACAGTCATAATGA7VATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTC 

721 + + + + + • + 780 

AAAGTTCCTCTGTCAGTATTACTTTATGGATAACGGATGCCGTCGGCXSACCTAAC^ 

a : PheGlnGlyAspSerHisAsnGliiIleProIleAlaTyrGlySerArgTrpllevallle 

b: PheLysGluThrVallleMetLysTyrLeiiljeuProThrAlaTaaAlaGlylieuljeuLeu - 

c : SerArgArgGlnSerEndEndAsnThrTyrCysLeuArgGlnProLei^^ - 

R 

S 1 
s e 

t A 
I I 
ACTCGCTOCCCAACCAGCGATGGCCGACATCGAGCTCACCaVGTCTCCAGCC^ 

781 + + + + + + 840 

TGAGCGACGGGTTGGTCGCTACCGGCTGTAGCTCGAGTGGGrr^^ 

a : ThrArgCysPrc3T!hrSerAspGlyArgHisArgAlaHisProValSerSerLeuProPhe 

b : LeiiAlaAlaGlnProAlaMetAlaAsplleGliiLeuThrGlnSerProAlaSerLeuSer - 

c: SerLeuProAsnGlnArgTrpProThrSerSerSerProSerLeuGlnProProPheLeu - 

TGCGTCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGGGAATATT^ 

841 + + + + + + 900 

ACGCAGACACCCTCTITCACAGTGGTAGTGTACAGCTCGT^ 

a : CysValCysGlyArgAsnCysHisHisHisMetSerSerLysTrpGluTyrSerGlnLeu 

b ! AlaSerValGlyGluTnirvaliair I lea*hrCysArgAlaSerGlyAsnl leHisAsnTyr - 

c : ArglieuTrpGluLysLeuSerProSerHisValGluGlnValGlyllePhe^iairllelle - 
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ZEICHNUNGEH SEITE 4 NummerT^ DE 42 37 113 Al 

lnt.CI.5: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 



TTTAGCATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCAGCTCCTGGTCTATTATAC^ 
901 + + + + + + 960 

AAATCGTACCATAGTCGTCTTTGTCCCOTOTAGAGGAGTCGAGGACCAGATAATATCTO 

a : PheSerMetValSerAlaGluThrGlyLysl leSerSerAlaProGlyLeuLeuTyrAsn 

b: LexiAlaTrpTyxGlnGlnLysGlnGlyLysSerProGlnLeiiLeuValTyrTy^ - 

c : EndHisGlylleSerArgAsnArgGluAsnLeuLeuSerSerTrpSerllelleGlnGln - 

AACCTTAGCAGATGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGAAC^ 

961 + + + + + + 1020 

TTCGAATCGTCTACCACACGGTAGTTCCAAGTCACCGTCACCTAGTCCTTCTGTTAT^ 

a : AsnlieuSerArgTrpCysAlalleLysvalGlnTrpGlnTrpI leArgAsnThrl 1 ePhe 

b: ThrLeuAlaAspGlyValProSerArgPheSerGlySer^lySerGlyoairGlnTyrSer - 

c : ProEndGlnMetValCysHisGlnGlySerValAlaValAspGlnGluHisAsnlleLeu - 

H 
i 
n 
c 
I 
I 

TCTCAAGATCAACAGCCTGCAACCTGAAGATTTIKKSGA^ 

1021 + + + + + + 1080 

AGAGTTCTAGTTGTCGGACGTTGGACTTCTAAAACCCTCAATAATGACAGT^ 

a : SerGlnAspGlnGlnProAlaOlirEncaArgPheTrpGltiLeuLeuLeiiSerT^ 

b : LeiiLysi leAsnSerLeuGlnProGluAspPheGlySerayrTyrCysGlnHisPheTr^ - 

c; SerArgSerThrAlaCysAsnLeuiiyslleLeuGlyVallleTtorValAsnllePheGly - 

AX 
vh 
ao 
II 
/ 

GAGTACTCCTCGGACGTTCGGTGGAGGCTICCAAGCTCGAGATCAAACGGGAAC^^ 
1081 + + + + + 1140 

CTCATCAGGAGCCTGCAAGC»CCTCCGTGGTTCGAGCTCTAGT^^ 

a : GluTyrSerSerAspValArgTrpArgHisGlnAlaArgAspGlnlOirGlylto 

b : SerTairProArg*EhrPheGlyGlyGlyTtoLyslieuGluIleLysArgGl^ - 

c : ValLeuLeuGlyArgSerValGluAlaProSerSerArgSerAsnGlyAsnLysAsnSer - 

B 
c 
1 
I 

aiTCTCaiGAAGAGGATCTCAATTAATAATCATCAAACGGTAATAAGG^ 

1141 + - + + + - + + 1200 

GTAGAGTCOTCyrcCTAGACTTAATTATTACTAGTTTG^ 

a : HisLexjArgArgGlySerGlulieuIleMetlleLysArgEndEndGlySerAlaEndPro 

t>s IleSer^luGluAspLeuAsnEndEndEiKaSerAsnGlyAsnLysAspGlilLeuAspL^ - 

c: SerGliiLysArglleEn<nieAsiiAsnAspGlnatoValIleArgIleSerl*euThrCys - 
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ZEICHNUNGEN SStrs Nummer; DE 42 37 113 A1 

lntCI«: C07K 7/06 

OffenI gungstag: 5. Mai 1994 



A 
P 
a 
B 
I 

GTGAAGTGAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTC 

1201 + + ---- + + + + 1260 

CACTTCACTTTTTACCGCGTGTAACACGCTGTAAAAAAT^CAGACGGC;^ 

a : ValLysEndLysMet AlaHisI leValArgHisPhePhe(5krsLeuProPheThrAla*lta 

b: - EndSerGluLysTiTpArgThrLeuCysAspllePhePheValCysArgLeuProljeulieu 
c: GluValliysAsnGlyAlaHisCysAlaThrPhePheLeiiSerAlaValTVrArgoyrCys - 

B . 

a 

m 

H 

I 

GCGTCACGGATCCCCACGCGCCCTCTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTA 

1261 + + + + + + 1320 

CGCAGTGCCTAGGGGTGCGCGGGACATCGCCGCGTAATTCGCGCCGCCCACACCACCAAT 

a : AlaSerArgi leProThrTVrgProValAlaAlaHisEndAlaArgArsrvalTrpTrpLeu 

b : ArgHisGlySerProArgAlaLeuEndArgArgI 1 eLysArgGlyGlyCysGlyGlyTyr - 

c : ValllirAspProHisAlaProCysSerGlyAlaLeuSerAlaAlaGlyValValValTOir - 

CGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCeiOTCC^^ 

1321 + + + + + --+ 1380 

GCGCGTCGCACTCGCGATGTGAACGGTCGCGGGATCGCGGGCX5AGGAAAGCGAAAGAAGG 

a: ArgAlaAlaEndProljeuHisLeiiProAlaProKndArgProLeulieuSerLeuSerSer 
b: AlaGlnArgAspArg*lvrThrCysGlnArgProSerAlaArgSerPheArgPheIjeuPro 
c: ArgServal'ltoAlaThrLeuAlaSerAlalieaiAlaProAlaProPheAla - 

N 
a 
e 
I 

CTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCT^ 

1381 + + + + + + 1440 

GAAGGAAAGAGCGGTCCAAGCGGCCX5AAAGGGQCAGTTCGAGATTT 

a: LeuProPheSerProArgSerProAlaPheProValLysLeuEndlleGlyGlySerLeu 

b : PheLeuSerArgHisValArgArglieuSerProSerSerSerLysSerGlyAlaProPhe - 

c: SerPheLeiiAlaThrPheAlaGlyPheProArgGliiAlaajeuAsnArgGlyXieuProlieu - 

TAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTAO^GCACCTCGACCCCAAAAAACOT^ 

1441 + + + + + + 1500 

ATCCCAAGGCTAAATCACGAAATGCCGTGGAGCTCGGGlOTr^^ 

a: EndGlySerAspLeuVallieulVrGlyThrSerTtirProLysAsnLeuIle^ 

b : ArgValProl 1 eEttidCysPheThrMaProArgProGlnLysThrEndLeuGlyEndTrp - 

c: GlyPheArgPheSerAlaLeuArgHisLexoAspProLysLysLeuAspEndGlyAspGly - 
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ZEtCHNUNGEN SEtTE 6 



Nummer: 
Int. CI.5: 

Offenlegungstag: 



DE 42 37 113 A1 
C07K 7/06 

5. Mai 1994 



B 
S 

a, 
A 
I 

GTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCT'^ 

1501 + + + + + + 1560 

CAAGTCCATCACCCGGTAGCGGGACTATCTGCCAAAAAGCGGGAAACTGCAACCTCAGGT 

a : ValHisValValGlyHisArgProAspArgArgPhePheAlaLeiaEndArgTrpSerPro 

b: ^ PheThrEndTrpAlalleAlaLeuIleAspGlyPheSerProPheAspValGlyValHis - 

c: *" SerArgSerGlyProSerProEndEndThrValPheArgProLeuTSxrLeuGluSerThr - 

CGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCy^CIKSGAACAAC^ 

1561 + + + + + + 1620 

GCAAGAAATTATCACCTGAGAACAAGGTTTGACCTTCTTGTCAGT^ 

a : ArgSerLeuI leValAspSerC^sSerLysLeuGluGlnHisSerThrljexiSerArgSer 

b: ValLeuEndEndTrpTlirLeuValProAsnTrpAsnT^nTlirGlnProi^ - 

c: PhePheAsnSerGlyLeijajeuPheGlnTtor<51yllirTtorLeiiAsnPro^ - 

ATTCTTTT^TTTATAAGGGATTTTGCCGATTTC 

1621 + + - + + + -+ 1680 

TAAGAAAACTAAATATTCCCTAAAACGGCTAAAGCCGGATAACCAATTTT^ 

a : I leLeiiLeuI leTyriiysGlyPheCysArgPheArgProI leGlyEndliysMetSerEnd 

b : PhePheEtodPhel leArgAspPheAlaAspPheGlyTjeulieuvalLysLysEndAlaAsp - 

c: SerPheAspIieuEndGlyileLeiaProlleSerAlaTyrTrpLeuLysAsnGlialieuIle - 

TTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGT^ 

1681 + + + + + + 1740 

AAATTGTTTTTAAATTGCGCTTAAAATTGTTTTATAAT^ 

a i PheAsiiLysAsiiLeuThrArgi leLeuTSurLysTyrEndArgLeuGlnPheGl^^ 

b: LeuThrLysIleEndArgGluPheEndGlnAsnl leAsnValTyrAsnPbeArgTrpHis - 

c: EndGlnLysPheAsnAlaAsnPheAsnDysIleljeu'rhrPheiairlleSe - 

CTTOrCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTCOOTATTT^ 

1741 + + + + + - + 1800 

GAAAAGCCCCTTTACACGCXSCCTTGGGGATAAACAAATAAAAAGAaTT 

a : LeuPheGlyGluMetCysAlaGluProLeuPheValTyrPheSerliysTyrI leGlnl le 

b : PheSerGlyLysCysAlaArgAsnProTyrijeuPliei lePheLeuAsn^itoPheLysTyr - 

c: PheArgGlyAsnvalArgGlyllirProIleCysLieuPiiePheEndlleHisSerAsnMet - 

TGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT6CTTCAATAATA 
1801 + + + + + + iQgo 

ACATAGGCGAGTACTCT6TTATTGGGACTAOTTACGAAGCT 

a: CysIle/^gSerEndAspAsnAsnProAspLysCysPheAsnAsnlleGltiLysGlyArg 

b : ValSerAlaHisGlul*hrIle<rhrIieuIleAsxiAlaSerI lei leLeuLysLysGluGlu - 

C2 TyrProLeuMetArgGlnKndProEndRndMetLeuGlnEndTyrEndL^ - 
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2EICHNUNGEN SEIT^7 



Nummer: 
Int. CI.5: 

Offenlegungstag: 



DE 42 37 113 A1 
C07K 7/06 

5. Mai 1994 



GTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTO 

1861 + + + + + + 1920 

CATACTCATAAGTTGTAAAGGCACAGCGGGAATAAGGGAAAAAACGCCGTAAAACGGAAG 

a : ValEndValPheAsnl 1 eSerValSerProLeuPheProPheLeuArgHisPheAlaPhe 

b : TyrGluTyrSerThrPheProCysArgProTyrSerLetiPheCysGlyl leLeuProSer - 

c : MetSerlleGlnHisPheArgValAlaLeuIleProPhePheAlaAlaPlieCysLeuPro - 

CTGim*ITCCTCACCCAGAAACGCTCGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAG^ 

1921 + + + + ---- + + 1980 

GACAAAAACGAGTGGGTCOTTOSCGACCACTTTCATTTTCTA^ 

a : LeuPheLeulieuThrGliiliysArgTrpEndliysEndliysMetlieu^ leSer'TrpVal 

b : CysPheCysSerProArgAsnAlaGlyGluSerliysArgCysEndArgSerValGlyCys - 

c : valPheAlaHisProGluThrlieuValXjysValLysAspAlaGliiAspGlnijeuGlyAla - 

CACGAGTCGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCG 

1981 + + --- + + + + 2040 

GTGCTCACCCAATCTAGCTTGACCTAGAGTTGTCGCCATTCTAGGAACTCTC^ 

a: HisGluTrpValThrSerAsnTrplleSerThrAlaValArgSerLexiArgValPheAla 

b : TlirSerGlyLeuHisArgThrGlySerGlnGlnArgEnd?^pProEndGl\JiPhe - 

c: ArgValGlyTyrlleGluLeuAspLeuAsnSerGlyLysIleLeuGlxiSerPheArgPro - 

X 

m 
n 
I 

CCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTT^ 

2041 + + + + + + 2100 

GGCTTCTTGCAAAAGGTTACTACTCGTGAAAATTTCAAGACGATAC^ 

a: ProLysAsnValPheGlnEndEndAlaljeiiljeuIjysPheCysTyrVaiAlaArglv^ 

b: ArgArgThrPheSerAsnAspGluHisPheEncLSerSerAlaMetTrpArgGlyllelle - 

c: GluGluArgPhePrdMetMetSerThrPheLysValLeiiLeuCysGlyAlaValLeiiSer - 

CCCGTATOXSACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCM'ACACTAT^^ 

2101 + + + + + + 2160 

GGGCATAACTGCGGCCCGTTCTCGTTGAGCCAGCGGCGTATGTGATA^ 

a : ProValLeuOlirProGlyLysSerAsiiServalAlaAlaTyrThrl leLeiiArgMet'^ 

b: ProTyrEndArgArgAlaArgAlaTlirArgSerProHislturljeuPheSerGlt^ - 

c: ArglleAspAlaGlyGlnGluGlnLeuGlyArgArglleHisTyrSerGlnAsnAspljeu - 

TGGTTGAGTACTOICCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGA^ 

2161 + + + + + + 2220 

ACCAACTC:aVTGAGTGGTCAGTCT(OT?TTCGTAGAATCCC^^ 

a: TrpLeuSerTbrHisGlxiSerGliiliysSerlleLeuArgMetAlaEndGlnE^ 

b : GlyEndValLeuThrSerHi sArgLysAlaSerTyrGlyTrpHisAspSerLysArgl le - 

c: valGlulVrSerProValTtoGluLysHisLeuThrAspGlyMet^rValArgGlxiIjeu - 

TATGCAGTGCTGCCATAACCTITGAGTGATAACACTGCGGCCAACOT 

2221 + + + + + + 2280 

ATACGTCACGACGGTATTCGTACTCACTATTGTGACGCCGGTTGAAT^ 

a : Tyr AlaValLetiProEndProEndVall leilirljeuArgProThrTyrPheEndGlnArg 
b; MetGlnCysCysHisAsxiHisGliiEndBndHisCysGlyGlxiLeuThrSerAspAsxiAs^ - 

c; CysSerAlaAlalleltoMetSerAspAsno^hrAlaAlaAsiiLeuLeuLeul^ - 
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ZEICHNUNGEN SEITE 8 Nummer: DE 4237 113 A1 

Int.CI.B: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 



P 

V 

u 



I 

TCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTOTGCACAACATGGGGGATCATGTAA 

2281 + + + + + + 2340 

AGCCTCCTGGCTTCCTCGATTGGCGAAAAAACGTGTTGTACCCCCTAGTACAIT^^ 

a : SerGluAspArgArgSerEndProLeuPheCysThrltorTrpGlylleMetEndLeuAla 

b: . ArgArg*ifhrGluGlyAlaAsnArgPhePheAlaGliiHisGlyGlySerCysAs - 

c: GlyGlyProLysGlialjeu'nirAlaPheLeiiHisAsnMetGlyAspHisValThrArgLeu - 

TTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGA 

2341 + + + --- + + + 2400 

AACTAGCAACCCTTGGCCTCGACTTACITCGGTATGGTTTGC^ 

a : Leul leValGlyAsxiArgSerlEtodMetLysProTyrGlnThrThrSerValTlirPro^ 

b: EndSerLeuGlyltoGlyAlaGlxiEndSerHis'llirLysArgArgAlaEndHisHisAsp - 

c: AspArgTrpGluPrcK51uLeuAsnGluAlalleProAsiiAspGliiArgAspaair'l1ir - 

F 
S 
P 
I 

TCCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGA^ 

2401 + + + + + + 2460 

ACGGACATCGTTACCGTTGTTGCAACGCGTTTGATAATTGACCGCT^ 

a : CysLexiEndGlnTrpGlnGlilJ^gCysAlaAsnlVt'EndLeuAlaAs 

b : AlaCysSerAsnGlyAsnAsnValAlaGlnl5ir 1 1 eAsnTrpArgltorThrTyrSerSer - 

c: ProValAlaMetAlallirTlirLeuArgLysLeulieullirGlyGliaLe^ - 

CTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATCGAGGCGGATAAAGriTCCAGGA^ 

2461 + + + + + + 2520 

GAAGGGCCGTTGTTAATTATCTOACCTACCTCCGCCTATTTOACGTCC^ 

a: LeuProGlyAsxiAsnEndEndO^hrGlyTrpArgArglleLysLeuGlii;^^ 

b : PheProAlaThr IleAsnArgLexiAspGlyGlyGlyEndSerCysArgThrTP^ - 

c: SerArgGlnGlnljeuIleAspTxpMetGliaAlaAspLysValAlaGlyProLeuLexaArg - 



B 
g 
1 
I 

GCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGC^ 

2521 + + + + - + ---+ 2580 

CGAGCCGGGAAGGCCGACCGACCAAATAACGACTAOTTAGACCTCGGCCACTM 

a: AlaArgProPheArgLeuAlaGlyLeuLeioLeulleAsnLefuGluProValSerValGly 

b : LeuGlyProSerGlyTrpLeuValTyrCysEndEndl 1 eTrpSerArgEndAlaTrpval - 

c: SerAlalieixProAlaGlyTrpPhelleAlaAspLysSerGlyAlaGlyGluArgGlySer - 
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2EICHNUNGEN MTs Nummer: DE 42 37 113 Al 

lnt.CI.5: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 19S4 



P 
f 
1 
1 

B 1 
s 0 
a 8 
I I 

CTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATC 
2581 + + + + + + 2640 

GAGCGCCATAGTAACGTCGTCACCCCGGTCTACOVTTCGGGAGGGCATAGCATa^AT^ 

a : lieuAlaValSerLeuGlnHisTrpGlyGlnMetValSerProProValSerEncaijeuSer 

b : SerArgTyrHisCysSerThrGlyAlaArgTrpEnc3AlaLeuProTyrArgSerT^ - 

c: ArgGlyllelleAlaAlaLeuGlyProAspGlyLysProSerArglleValVallleTyr - 

E 

a 
m 
1 
1 
0 
5 

I . 

ACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATTWSACAGATCGCTGAGATAGGTG 

2641 + + -- + + + + 2700 

TGTGCTCCCCerCAGTCCGTTGATACCTACOTKK:T^ 

a : ^llirArgArgGlyValArgGlnLeuTrpMetAsnGluI leAspArgSerLeuArgEi^ 

b: • HisAspGlyGluSerGlyAsnTyrGlyEndThrLysEndThrAspArgEndAspA^ - 

c: ThrTtoGlySerGlnAlaThrMetAspGlioArgAsi^ - 

CCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTXSTCAGACCa^TTT 

2701 + + + + + + 2760 

GGAGTGACTAATTCGTAACaiOTGACy^GTCaWTTC^^ 

a: ProHisEndLeuSerlleGlyAsnCysGlnltoLysPheTlirHislleTyrPheArgL^ 

b : LeuOOir AspEndAlaLeuVal'ltovalArgProSerrieu^ 1 eTyrihrLeuAspEnd - 

c: SerLeuIleLysHisTrpEnclLeuSerAspGlnValTyrSerTyrllelieiiEtodl - 

ATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAG6ATCT 

2761 + + + + + + 2820 

TAAATTTIKH^TAAAAATTAAATT^ 

a: IleEndAsnPhellePheAsnLexaLysGlySerArgEndArgSerPhelieuIlelleSer 

b : PheLysThrSerPheLeuI leEndLysAspLeuGlyGliiAspProPheEndEn - 

c: lieioIjysLeiiHisPheEndPheLysArglleBndValLysXleLeuPheAspAszilieuMet - 

TGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCavCTG^ 

2821 + + + + 1- + 2880 

ACTGGTTTTAGGGAATTGCACTCAAAAGCAAGGTG^ 

a: EndProLysSerljeaiAsnValSerPheArgSeralirGliiTUrgGlnTto 

b : AspGlnAsnProLeulOirEndValPheValProLeuSerValArgProArgArgLysAsp - 

c: ThrLyslleProEndArgGluPheSerPheHisEndAlaSerAspProValGluLysIle - 
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ZBCHNUNGBN SEfTE fO Nummf^ DE 42 37 113 Al 

lnt.Ci.6: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 



TCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTOTTCTGCGCGTTUITCTGCTG 

2881 + + - + + + + 2940 

AGTTTCCTAGAAGAACTCTAGGAAAAAAAGACGGGCATTAGACGACGAACGTTTGTTl^ 

a : SerLysAspLeuLeuGlul leLeuPhePheCysAlaEndSerAlaAlaCysLysGlnLys 

b : GlnArgl 1 ePheLeuArgSerPhePheSerAlaArgAsnLeiiLeiiLeiiAlaAsnliysLys 

c : LysGlySerSerEndAspProPhePheLeiiArgVallleCysCysljeuGlna^iriiysLys - 

AACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTC^^ 
2941 + + + ..+ .- + + 3000 

TTCGTGGCGATGGTCGCCACCATVACAAACGGCCTAGTTCTCGAl^TTGAGAAA^ 

a: AsnHisArgTyrGlri?^gTrpPheValCysArgIleliysSGrTyrGliiLeu^ 
b : ThrThrAlaThrSerGlyGlyLeiiPheAlaGlySerArgAlaThrAsnSerPheSer^ - 

ProProLexiProAlaValValCysLeuProAspGlnGluLeuProThrLeuPheProLys - 



c 



AGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTA 
3001 + + + + + + 3060 

TCCATTGACCGAAGTC6TCTCGCGTCTATGGTTTATGACAGGAAGATCACATCGGC7^T» 

a : ArgEndLeuAlaSerAlaGluArgArgTyrGlnlleLeuSerPheEndCysSerArgSer 

b: GlyAsnTrpLieuGlnGliiSerAlaAspThrLysTyrCysProSerSerValAlaValVal - 

c: ValllirGlyPheSerArgAlaGlnlleProAsnTlirValLeuLeuValEndProEncSLeu - 

TAGGCCACCyiCTTCy^GAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCT^ 
3061 - -f + + + + + 3120 

ATCCGGTGGTGAAGTTCTTGAGAOVTCGTCGCGGATGTATGGAGCGAGACGATTA^ 

a : EndAlaThrThrSerArgThrLexiEndHisArgLeimisiairSerljeuC^ 

b: ArgProProLeuGlnGlulieuCysSerThrAlaTyrlleProArgSerAlaAsnProVal - 

c: GlyHisHisPheLysAsiiSerValAlaProProaairTyrrieuAlaLexiIieiilleL - 

TACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGlHiOTACCGGGT^ 

3121 + -- + - + + + + 3180 

ATGGTOVCCGACGACGGTCaiCCGCTATTCy^CACAGAATGGCCCAACCT^ 

a : TyrGlnTrpLeuLeuProvalAlal leSerArgVallieuProGlyTrpTtirGlnAspAsp 

b: ThrSerGlyCysCysGlnTrpArgEndValValSerlVrArgValGlyLeuLysTl^ - 

cs ProValAlaAlaAlaSerGlyAspLysSerCysLeuThrGlyljeuAspSerArgArgBnd - 

AGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTCAACGGGGGGTTOSTCC^^ 

3181 + + + + + + 3240 

TCAATGGCCTAOTCCGCGTCGCCAGCCCGACTTOCCCCCCAAGCyvCGTC 

a : SerTyxArgl leArgArgSerGlyArgAlaGluArgGlyValArgAlaHisSerProAla 

b : valThrGlyEndGlyAlaAlavalGlyLeiiAsnGlyGlyPhevalHisThrAlaGliiIieu - 

c : LeiiProAspLysAlaGlimrgSerGlyEndlOxrGlyGlySerCysTlirGln^ - 

TGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGC6TGAGCTATGAGAAAGCGCCA 

3241 + + + - + + + 3300 

ACCTCGCTTGCTGGATGTCGCTTGACTCTATGGATCTCGCACT 

a : TrpSerGliiArgProTOLrProAsnEndAspOtoTyrSerValSerTi^ 

b: GlyAlaAsnAspLexoHisArgThrGluIl ProThrAlaEndAlaMetArgLysArgHis - 

c: GluArga)brT3irTyrThrGluLeuArgrrvrL^^ - 
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ZEICHNUNGEN SEnFll Nummer: DE 42 37 113 A1 

IntCI.S: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1 994 



CGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAG 

3301 + + ---. + + + + 3360 

GCGAAGGGCTTCCCTCTTTCCGCCTGTCCATAGGCCATTCGCCGTCCCAGCCTTGTC^ 

a I ArgPheProLysGlyGluArgArgThrGlylleArgEndAlaAlaGlySerGluGlnGlu 

b : AlaSerArgArgGluLysGlyGlyGlnValSerGlyLysArgGlnGlyArgAsnArgArg - 

c : LeuProGluGlyArgLysAlaAspArgTyrProValSerGlyArgValGlyOlirGlyGlu - 

AGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTC 

3361 + + + + + + 3420 

TCGCGTGCTCCCTCGAAGGTCCCCCTTTGCGGACCATAGAAATATCAGGACAGCCCy^ 

a : SerAlaArgGlySerPheGlnGlyGlulOirProGlyllePhelleValljeuSerGlyPhe 

b : AlaHisGluGlyAlaSerArgGlyLysArgLeuValSerLefuEncaserCysArgValSer - 

c: ArgThrArgGltiLeuProGlyGlyAsnAlaTrpTyrljeuTyrSerProValGlyPheArg - 

' GCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGTC 

3421 + + + + + + 3480 

CGGTGGAGACTGAACrCGCAGCTAAAAACACTACGAGCAGTCCCCCCGCCTCGGATACCT 

a: AlaThrSerAspLeuSerValAspPheCysAspAlaArgGlnGlyGlyGlyAlaTyrGly 

b: ProProLeuThrEndAlaSerllePheValMetLeuValArgGlyAlaGluProMetGlu - 

c: HisLeuEncaLeuGluArgArgPheljeuEndCysSerSerGlyGlyArgSerLeuTrpLys - 

AATVACGCCAGCAACGCGGCCTTTTOACGGTTCCTGGCCTTTTGC^ 

3481 - - + - + + - + + -+ 3540 

OTTTGCGGTCGTTGGGCCGGAAAAATGCCAAG6ACC6GAAAACGACCGGAAAACGAGTC 

a : liysThrProAlaThrArgProPheTyrGlySerTrpProPheAlaGlyLeuLeuLeuT^ 

b: LysArgGlnGlnArgGlyLeuPheThrValProGlyLexiljeuLeuAlaPheCysSerHis - 

c: AsnAlaSerAsnAlaAlaPheLeuArgPheLeiiAlaPheCysTrpProPheAlaHisMet - 

TGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTC 

3541 + + + + - - + + 3600 

ACAAGAAAGGACGCAATAGGGGACTAAGACACCTATTCGCATAATGGCGGAAAC^ 

a: CysSerPheLeiiArgTyrProLeuIleLeuTrpIleTbrValLeuProProLeuSerGlu 

b : ValLeuSerCysVall leProEndPheCysGlyEndProTyrTyrArgLeiiEndValSer - 

c: PhePheProAlaLeuSerProAspSerValAspAsnArglleThrAlaPheGltiEnciAla - 

CTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGC^ 

3601 + + + + + + 3660 

GACTATGGCGAGCGGCGTCGGCOTCCTGGCTCGCGTCGCTCAGTCACTC 

a : Leul leProLeuAlaAlaAlaGliiArgProSerAlaAlaSerGlnBzidAlaArgXiysArg 

b : EndTyrArgSerProGlnProAsnAspArgAlaGliiArgValSerGluArgGlySerGly - 

c: AspThrMaArgArgSerArgTlirfrhrGliiArgSerGluServalSer^l^ - 

AAGA 

3661 3664 

TTCT 



a: Lys 
b: Arg 



C: 
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Figur 4 
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ZBICHNUNGEH SEITE 18 Nummer: DE 42 37 113 Al 

lnt.CI.5: C07K 7/06 
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Figur 7 
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ZEICHNUNGEN 911^ 19 Nummer: DE 42 37 113 A1 

lntCI.5: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 

Figur 8 



DNS-Secjuenz des Plasmids pASKSO- Strep 

Gezeigt sind Strang (mit kodierten Aminosaeureseciuenzen in alien drei 
Leserahmen) \and Gegenstrang mit singulaeren Restriktionsschnittstellen. 

P 
f 
1 
M 
I 

ACCCGACACCATCGAATCGCGCy^AAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGA 

i + + + + + + 60 

TGGGCTGTGGTAGCTTACCGCGTTTTGGAAAGCGCCATACCGTACTATCGCGGGCC^ 

a : ThrArgHisHisArgMet AlaGlnAsnlieuSerArgTyrGlyMet I leAlaProGlyArg 

b : ProAspThrl leGluTrpArgLysThrPheArgGlyMetAlaEndEndArgProGluGlu - 

Ci ProThrProSerAsnGlyAlaLysProPheAlaValTrpHisAspSerAlaArgLysArg - 

GAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCG 

61 + - + + + + + 120 

CTCAGTTAAGTCCCACCACTTACACTTTGGTCATTGCAATATG^^^ 

a : GluSerlleGlnGlyGlyGluCysGluThrSerAsnVallleArgCysArgArgValCys 

b : SerGlnPheArgValValAsnValliysProValTOirljeuTyrAspValAlaGluTyrAla - 

c: ValAsnSerGlyTrpEndMetEndAsnGlnEndArgTyrThrMetSerGlnSerMetPro - 

D 

r 
d 
I 
I 

CGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGT^ 
121 +- -- + + + + + 

GCCACAGAGAATAGTCTCGCAAAGGGCGCACCACOT^TCCGGTCGGTGCA^ 

a : ArgCyslieulieuSerAspArgPheProArgGlyGluProGlyGlnProArgPheCysGlu 

b : GlyvalSerryrGlnTbrValSerArgValvalAsnGlnAlaSerHisvalSerAlaLys - 

c: ValSerLeuIleArgProPheProAlaTrpEndThrArgProAlaThrPheLeuArgLys - 

AACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGC 

181 + + + + + + 240 

TTGCGCCCTTTTTCACCTTCGCCGCTACCGCCTCGACTTAATGTA^ 

a : AsnAlaGlyLysSerGlySerGlyAspGlyGlyAlaGluIieviHisSerGlnProArgGly 

b : T!hrArgGli:ajysValGl\JAlaAlaMetAlaGluIie\aAsnTyr I leProAsi^ - 

c: ArgGlyLysLysTrpLysArgArgTrpArgSerEndlleltoPheProThrAlaTrpHis - 

ACAACAACIK^CGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTC 

241 - + + + + + + 300 

TCTTGTTGACCGCCCGTTTGTCaUSCAACGACTAACCGC^ 

a : 'ItoaiirThrGlyGlyGlnThrValValAlaAs 

b : GlnGlnLeiiAlaGlyLysGinSerlieuLeul 1 eGlyValAlaThrSerSerljeiaAlaLeu - 

c: AsnAsnTrpArgAlaAsnSerArgCysEndLeuAlaLeiiProProProValTrpProCys - 
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ZElCmUNGEN SEITE 20 NummW DE « 37 113 Al 

IntCI.B: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 



GCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTCGGTGCCAG 
+ + + + • - - + . + 

CGTGCGCGGCAGCGTTTAACAGCGCCGCTAATTTAGAGCGCGGCTAGTTGACCCACGGTC 



a : AlaArgAlaValAlaAsnCysArgGlyAspEndl leSerArgArgSerThrGlyCysGln 

b: HisAlaProSerGlnllevalAlaAlaileLysSerArgAlaAspGlnlieuGlyAlaSer - 

c: 'RirArgArgArgLysLeuSerArgArgLexiAsnLeuAlaProIleAsnTrpValProAla - 

CGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTOCIAC^ 

361 + + + + + + 420 

GCy^CCACCACAGCTACCATCTTGCTTCGCCGCAGCTTCGGACATOTCGCCGCCAC^ 

a: ^ AargGlyGlyValAspGlyArgThrLysArgArgArgSerLeuEndSerGlyGlyAlaGln 

b: ValValValSerMetValGlioArgSerGlyValGluAlaCysLysAlaAlaValHisAsn - 

c: TrpTrpCysTurgTrpEndAsnGluAlaAlaSerLysProValLysArgArgcysT^ - 

A 

f 

IM B 
II ^ C 
lu 1 
II I 
/ 

TCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCM 

AGAAGAGCGCGTTGCGCAGTCACCCGACTAGTAATTGATAGGCGACCTACTGGTCCTACG 

a : SerSerArgAlaOlirArgGlnTrpAlaAspHisEndLeiiSerAlaGlyEndProGlyCys 

b : LeuLetiAlaGlnArgValSerGlyLeul lei 1 eAsnTyrProLeiiAspAspGlnAspAla - 

C5 PheSerArgAsnAlaSerValGlyEndSerLeuTflirlleT^gTrpMetThrArgMetPro - 

CATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATC 

+ + ^ + + + 540 

GT7UVCGACACCTTCGACGGACGTGATTAC:7AGGCCGCM.TAAAGAACTAa^ 

a: HisCysCysGlySerCysLetaHisEndCysSerGlyVallleSerEndCysLeuEndPro 

b: lleJaaValGliiAlaAlaCysThrAsnvalProAlalieuPheLeuAspValSerAspGln - 

c: LeiiLeuTrpLysLeuProAlalieuMetPheArgArgTyrPbeLeuMetSerLeuTto - 

GACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCyVTGAAGACGGTACG^ 

541 + + + + + - + 600 

CTGTGGGTAGTTGTCATAATAAAAGAGGGTACOTCTGCCATGCGCTGACCM 

a : AspTJOirHisGlnGlnlVrTyrPhelieuProEndArgArgTyrAla^^ 

b : ThrProI leAsnSerl lellePheSerHisGluAspGlyThrArgLeuGlyValGliiHis - 

c: HisProSerTtorValLeiiPheSerProMetliysThrValArgAspTrpAlaTtpSerlle - 

A 
P 
a 
I 

TCTGGTCGCATTGGGTCATCAGCAAATCGCGCTGTO 

601 --- + + + + + + 660 

AGACCAGCGTAACCCAGTAGTCGTTTAGCGCGACAATCGCCCGGGTAATTCAAGACA^^ 

a: SerGlyArglleGlySerSerAlaAsnArgAlaValSerGlyProIleLysPheCysLeu 
b : LeuValAlalieuGlyHisGlnGlnl leAlaLeuLeiiAlaGlyProLeuSerSerValSer - 

"TrpSerHisTrpVallleSerLysSerArgCysEiidArgAlaHisEndVallieuSerArg 
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2EICHNUNGEN SliPSi Nummer; DE 4237 113 A1 

IntCLB; C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 

GGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAAOCAAATTC^ 

661 + + + + + + 720 

CCGCGCAGACGCAGACCGACCGACCGTATTTATAGAGTGAGCGTTAGTTTAAGTCGGCTA 

a: GlyAlaSerAlaSerGlyTrpLe\iAlaEndIleSerHisSerGlnSerAsnSerAlaAsp 

b: AlaArgLeijArgLeiiAlaGlyTrpHisLysTyrljeu'ltoArgAsnGlnlleGlnProIle - 

c : ArgValCysValTrpiieuAlaGlylleAsnlleSerLexiAlalleLysPheSerArgEnd - 

agcggaacgggaaggcgactggagtgccatctccggttttcaacaaaccatgca;^^ 

721 + + + + - + + 780 

tcgccttgcccttccgci^cctcacggtacaggccaaaagttgtto 

a: ^ SerGlyThrGlyArgArgLeuGluCysHisValArgPheSeriairTVsiiHisAlaAsnAla 

b: " AlaGlxiArgGluGly/vspTrpSerAlaMetSerGlyPheGlnGln'riirMetGlnMetLeu - 

c: ArgAsnGlyljysAlaThrGlyValProCysProValPheAsxiLyBProCysIjysCysEnd - 

GAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAG^ 

781 + - + + + - + + 840 

CTTACTCCCGTAGCAAGGGTGACGCTACGACCAACGGTTGCTAGTCTACCGCGACC 

a : GliiEndGlyHisArgSerHisCysAspAlaGlyCysGlnArgSerAspGlyAlaGlyArg 

b: AsnGluGlylleValProTlirAlaMetljeuValAlaAsnAspGliiMetAlaLeuGlyAla - 

c: MetArgAlaSerPheProIjeuArgCysTrpLeuProatolle/^gTrpArgTrpA^ - 

B 

3 E 

s c 

H . O 

I R 

X V 
AATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTCGTGCGGATAOKin^ 

841 + + -- + + + + 900 

TTACGCGCGGTAATGGCTCAGGCCaSACGCGCAACCACGCCTATAG 

a: AsnAlaArgHisTyrArgvalArgAlaAlaArgTrpCysGlyTyrlieuGlySerGlylle 

b: MetArgAlalleltaGlxiSerGlyLeuArgValGlyAlaAspIleSerValValGlyrryr - 

c: CysAlaProLeuProSerProGlyCysAlaLeuValArglleSerArgEndTrpAspTair - 

H 

P 

. a 
I 

CGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCOSTTAACCACai^^ 

901 + + + +- -+ + 960 

GCTGCTATGGCTTCTGTCGAGTACAATATAGGGCGGCAA^^ 

a: ArgArgTyrArgArgGliiLeiiMetLeulVrProMaValAsnHisHisGlnltaGl 

b: AspAspT!hrGluAspSerSerCy3TyrlleProProIjeuThr*EhrIleLys - 

c: ThrlleProLysTSirAlaHisVallleSerArgArgEndProProSerAsiiArgllePhe - 

TCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCT 

961 + + + + + + 1020 

AGCGGACGACCCCGTTTCGTCGCACCTGGCGAACGACGTTGAGAGAGTCCO^^ 

a : SerProAlaGlyAlaAsnGliiArgGlyProLeiiAlaAlaThrLeiiSerGlyProGlyGly 

b : ArgLexiLeuGlyGlnThrSerValAspArgLexjLeuGliiLeuSerGlnGlyGlnAl - 

c : AlaCysTrpGlyLysProAlaTrpTlirAlaCysCysAsnSerLeuArgAlaArgArgEnd - 
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mCHNUNGEN SEITE 22 NummS^ DE 4237 113 Al 

lnt.CI.5: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 



. E 

S N 

P a 
3 r 

GAAGGGO^TCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAAC^^ 

1021 + --- + ..-. + + + + 1080 

- CTTCCCGTTAGTCGACAACGGGCT^GAGTGACCACTTTTCTTITTC 

a : GluGlyGlnSerAlaValAlaArgLeuThrGlyGluLysIjysAsiiHisProGlyAlaGln 

b : LysGlyAsnGlnLeuLeuProvalSerlieuValLysArgLysllirThrLeuAlaPro^ - 

c : ArgAlalleSerCysCysProSerHisTrpEndLysGliiLysProProTrpArgProIle - 

TACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCA 

1081 + + + + + + 1140 

ATGCGTTTGGCGGAGAGGGGCGCGCAACCGGCTAAGTAATTACGTCGACCGTGCTGTCCA 

a : TyrAlaAsnArgLeiiSerProArgrvalGlyArgPhel leAsnAlaAlaGlyThrltaGly 

b: ThrGlnThrAlaSerProArgAlaLeuAlaAspSerLeiiMetGlnLeuAlaArgGlnVal 
c: ArgLysProProLeuProAlaArgTrpProIleHisEndCysSerTrpHisAspArgPhe - 

TTCCCXyvCTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCy^CGCAATTAATGa^GT^^ 

1141 + + + + --- + + 1200 

AAGGGCTGACCTTTCGCCCGTCACTCGCGTTCCGTTAATTACAC^^ 

a: PheProThrGlyliysArgAlaValSerAlaTlirGlnLefuMetEndValSerSerLeuIle 

b: SerArgLeuGluSerGlyGlnEndAlaGlnArgAsnEndCysGluLeiiAlaHisSerLeu - 

c: ProAspTrpLysAlaGlySerGluArgAsnAlalleAsnValSerEndLeuThrHisEnd - 

AGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGOTCGTATGTTGTC 

1201 + + + + + 1260 

TCCGTCGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATACAAC^^ 

a: ArgHisProArgLeuTyrThrLeuCysPheArgLeuValQ/'sCysValGluLeuEr^^ 

b : GlyThrProGlyPheThrLeuTyrAlaSerGlySerTyrValValTrpAsnCysGlxiA^ - 

c: AlaProGlnAlaLeuHisPh^MetLeuProAlaArgMetlieuCysGlylleValSerGly - 

X 
b 
a 
I 

GATAACyATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATCAOTACGAAT^ 

1261 + + + + + + 1320 

CTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATAeroGTACT 

a : AspAsnAsnPheTQarGlnGlu'ThrAlaMe tThrMet 1 1 eThrAsnPheEndl 1 eThr Arg 

b: lleltolleSerHisArgLysGlnLexiiEndProEtodLeii^^glleSer/^gEndArgGly - 

c: EndGlnPheHisTlirGlyAsnSerTyrAspHisAspT3^GluPheLe\jAspAsnGluG - 
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ZEICHNUNGEN ^r23 ^ Nummer: DE 4237 113 Al 

Int. CI.5: C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 



N 
r 
.u 
I 

GCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTCCAGTGGCACTCGCTGGTTTCG 

1321 + + + + + + 1380 

CGTOOTTTACTTTTTCTGTCGATAGCGCTAACGTCACCGTGACC^^ 

a : AlaLysAsnGluLysAspSerTyrArgAspCysSerGlyT!lirGlyTrpPheArgT^ 

b : G InliysMet LysLysT^hr Alal 1 eAlal 1 eAlaValAlaLeuAlaGlyPheAlaTtirVal - 

C! LysLysEndLysArgGlialjeuSerArgljeuGliiTrpHisTrpLeuValSerLeuProEnd - 

E B 
BS c S KSa X SA 

St o s pmm li ac 

au R t naH o Ic 

II I I III I II 

AGCGCAGGCCTGAGACCAGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCCTCGAGGTCGACC^ 

1381 + + - + - + + - + 1440 

TCGCGTCCGGACTCTGGTCTTAAGCTCGAGCCMKKSGCCCCTAGGGAG 

a : SerAlaGlyljexiArgPrcX51\aPheGlialieuGly*rhrArgGlySerLeuGluValAsplieu 

b: AlaGlnAlaEndAspGlnAsnSerSerSerValProGlyAspProSerArgSer'ThrCys - 

c: ArgArgProGluThrArglleArgAlaArgTyrProGlylleProArgGlyArgProAla - 

S E 

S C H 

e o i 

8 B 4 n 

P3 S 7 d 

38 p I I 

t7 M I I 

nil I 
/ 

aiGGCS^GCGCTTGGCGTCACCOSCMTTCGGTGGTOAAT^ 

1441 ,-- + + + + + + 1500 

GTCCGTCGCGAACCGCAGTGGGCGTCAAGCCACCAATTATTCGAAC^ 

a: GlnAlaAlaLeuGlyVall<hrArgSerSerValValAsiiIjysLeuAspLeuEndSerGlu 
b : ArgGlnArgLeuAlaSerProAlaValArgTrpLeul leSerLeu^toCysGluValLys 

c: GlySerAlaTrpArgHisProGlnPheGlyGlyEndEndAleLEndProValLysEndLys - 

AAATGGCGCACATTGTGCGACam?TTT^^ 

1501 + — + + + + 1560 

TTTACCGCGTGTAACACGCTGTAAAAAAAACAGAOSGCAAATGGCGATGACGC^ 

a : LysTrpArgThrLeuCysAspIlePhePhevalCysArgLeuProLeuIjeu^ 

b: AsnGlyAlaHisCysAla'lOirPhePheLeuSerAlaValTyrArgTyrCysValThrAsp 

c: MetJU.aHisIleValArgHisPhePheCysLeuProPhe'rhrAlaTtoAlaSerArglle - 

TCTCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCXKiGTGTCGlX^ 

1561 + + + + + -+ 1620 

AGAGGTGCGCGGGACATCGCOTCGTAATTCGCGCCGCCCACACCACa^TG 

a i SerProArgAlaLeuEndArgArglleLysArgGlyGlyCysGlyGlyTyrAlaGliiArg 
b: LeuHisAlaProCysSerGlyAlaLeuSerAlaAlaGlyValValValTlirArgSerVal - 

c: SerTlirArgProValMaMaHisEndMaArgArgVaia?iT)TrpLei^ - 
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ZEiCHUUmEN SEITE 24 Hum^^ DE 42 37 113 Al 

Int. CI 6; C07K 7/06 

Offenlegungstag: 5. Mai 1994 

GACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTT^ 

1621 + + + + + + 1680 

CTGGCGATGTGAACGGTCGCGGGATCGCGGGCGAGGAAAGCGAAAGAAGGGAAGGT^GA 

a : AspArgTyrThrCysGliiArgProSerAlaArgSerPheArgPhelieuProPheLeiiSer 

b : llirAla'nirLeuAlaSerAlaLLeuAlaProAlaProPheAlaPhePheProSerPheLeu - 

c : ProLeiiHisLeiiProAlaProEndArgProLeuLeuSerlieuSerSerijeuProPheSer - 

N 

a 
e 
I 

- CGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCrr^ 

1681 + + + + .--i- + 1740 

GCGGTGCAAGCGGCCGAAAGGGGCAGTTCGAGATTTAGCCCCCGAGGGAAATCCCAAGGC 

a : ArgHisValArgArgLieuSerProSerSerSerliysSerGlyAlaProPheArgvalPro 
b : AlaTtorPheAlaGlyPheProArgGlxiAlaLeuAsiiArgGlyljeuProLeuGlyPheArg 
c: ProArgSerProAlaPheProValLysLeiiEndlleGlyGlySerLeuEndGlySerAsp - 

B 
S 

a 

A 
I 

ATTTAGTGCTTTACGGOlCCTCGACCCCAAAAAACTaXSATOAGGGTG^ 

1741 + + - + + + + 1800 

TAAATOlCGAAATGCCGTCGAGCTGGGGTTTimKSAACT 

a: IleEladCysPheThrAlaProArgPrpGlnliysTairEncaLeuGlyEndTrpPhe'^^ 

b: PheSerAlaLetiArgHisLeuAspProLysLysLeuAspEndGlyAspGlySerArgSer 

c: LeuValLeuTyrGly*ltoSerltorProLysAsnLeulleArgValMetValHisValval - 

TGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCOTT^ 

1801 + + + + + + I860 

ACCCGGTAGCGGGACTATCTCCCAAZ^GCGGGAAACroCAAC 

a: TrpAlalleAlaLeuIleAspGlyPheSerProPheAspValGlyValHisVallieuEnd ' - 

b : GlyProSerProEndEndTlirValPheArgProLeuaiirLeuGluSer'iai^ - 

c: GlyHisArgProAspArgArgPhePheAlaLeuEndArgTrpSerProArgSerLeulle - 

TAGTGGACTCITCTTCCAAACTGGAACAACACTC^ 

1861 + + + + + + 1920 

ATCACCTGAGAACAAGGTTTGACC1TOTTGTGAGTTGGGA7 

a : BndTrpThrLeuValProAsnTrpAsnAsnTtoGlnProTyrLeuGlyLeuPhePh 

b : SerGlyLeiaLeuPheGlnThrGly*rhrThrLeiiAsiiProI le - 

c: valAspSerCysSerLysLeuGluGliiHisSerThrlieuSerArgSerlleljeuLeu^ - 

TTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGOT 
1921 + + + -- + + + 1980 

aaataitccctaaaacggctaaagccggataaccaattttttactcgact;^ 

a ; Phel 1 eAr gAspPheAlaAspPheGlyLeuLeuValLysLysEndAlaAspLeuTQirliys 

b: LeiiEndGlylleLeiiProlleSerAlaTyrrrpIjeuLysAsnGlxiLeuIleEndGliili^^ - 

c: TyrLysGlyPheCysArgPheArgProIleGlyEndLysMetSerEndPheAsnljysAsn - 
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ATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTO ^ 

1981 + + + - + + + 2040. 

TAAATTGCGCOTAAAATTGITOTATAATTGCAAA^ 

a : II eEndArgGluPheEinciG InAsnl 1 eAsnValTyr AsnPheArgTrpHi sPheS erGly 

b : PheAsnAlaAsnPheAsnLysI leLeuTtoPheThrl leSerGlyGlyTl^ - 

c: LeultoArgllelieuThrLysTyrEndArgLeuGlnPheGlnValAlalieuPhe^ - 

AAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACAT^ 

2041 + + " + + - + + 2100 

O^ACTICGCGCCTTGGGGATAAACAAATAAAAAGATTTATGTAAGTTT^^ 

a: ^ LysCysAlaArgAsiiProTyrLeuPhellePheLeuAsnThrPheLysTyrValSerAla 

b : AsnValArgGlyThrProlleCysLeuPhePheEndlleHisSerAsnMetTyrProLeu - 

c : MetCysAlaGluProLeuPheValTyrPheSerLysTyrlleGlnlleCysIleArgSer - 

CATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTAT 

2101 + + + + + + 2160 

GTACTCTGTTATTGGGACTATTTACGAAGTTATTATAACTTTTTCC^ 

a : HisGluThrl le'EhrLeuI 1 eAsnAlaSer I lei leLeuLysLysGluGluTyrGluTyr 

b: MetArgGlnEndProEndEncJMetXieuGlnEndTyrEndLysArgLysSerMetSer - 

c: EndAspAsnAsnProAspLysCysPheAsnAsiiIleGluLysGlyArgValEndvalPhe - 

TCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTCCGGCATT^^ 

2161 + + + + + + 2220 

AGTTGTAAAGGCACAGCGGGAATAAGGGAAAAAACGCCGTAAAACGGAAGGACT^T^^^ 

a : SerTtarPheProCysArgProTyrSerijeuPheCysGlyl leiieuProSerCysPheCys 

b : GlnHisPheArgVal AlaLeul leProPbePheAlaAlaPheCysLeuProValPheAla - 

c : AsnlleSerValSerProLeuPheProPhelieuArgHisPheAlaPheLeaiPheljeuLeu - 

OKaLCCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATCCTKSAACS^^ 

2221 + + + + + + 2280 

AGTGGGTCTTTGCGACCACTTTCATTTTCTACGA 

a: SerProArgAsiiAlaGlyGluSerLysArgCysEndArgSerValGlyCysThrSerGly 

b : HisProGluOlirLeuValljysValLysAspAlaGliiAspGlnLeuGlyAlaArgValGly - 

c: TtoGlnLysArgTrpEndLysEiidLysMetljeuljysIleSerTrpValHisGluTi^ - 

X 

m 
n 
I 

TTACAIKXSAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTT^ 

2281 + + + + + 2340 

AATGTAGCTTGACCTAGAGTTGTCGCCa^TTCTAGGAACTC 

a : LeuHisArgThrGlySerGlnGliiArgEndAspProEndGluPheSerProArgArglto 

b : lyrlleGlxoliexiAspLeiaAsiiSerGlyljyslleljeuGluSerPheArgProGluGluArg - 

c: ThrSerAsnTrplleSerinirMaVaDVrgSerLeuArgValPheAlaProLys^ - 

TmrCCT^ATCATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATC 

2341 + + + + + + 2400 

AAAAGGTTACTACTCGTGAAAATTTCAAGACGATACACCGCGCOITAATAGGGCAT 

a: PheSerAsriAspGliiHisPheEndSerSerAlaMetTrpArgGlyllelleProTyrEnd 

b: PheProMetMetSerOtorPheLysValLeuIieuCVsGlyAlaValLeaSerArg - 

c: PheGlnEndEndAlaltexaljeuLysPh CysTyrvalAlaArgTyrTyrProValLeuThr - 
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S 
c 
a 
I 

CGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCaVGAATGACTTCGT^ 

2401 + + + + + ---4- 2460 

GCGGCCCGTTCTCGTTGAGCCAGCGGCGTATGTGATAAGAGTCTTACTGA^ 

a : ArgArgAlaArgAlaThrArgSerProHisThrLeuPheSerGluEndlieuGlyEndVal 

b: AlaGlyGlhGluGlnLeuGlyArgArglleHisTyrSerGlnAsnAspLeuValGluTyr - 

c: ProGlyLysSerAsiiServalAlaAlaTyrTlirlleLeuArgMetTairTrpLeuSer'riir - 

^ CTCACCAGTCAO^GAAAAGCATCTTACGGATGGCATCACAGTAAGAGAATTATGC^ 

246X + + + + + + 2520 

GAGTGGTCAGTCTCTTTTCGTAGAATGCCTACCGTACTGTCM7TCTCOT 

a : Leu'IlurSerHisArgLysAlaSerTyrGlyTrpHisAspSerLysArgl leMetGlnCys 

b: SerProValThrGluLysHisLeuThrAspGlyMetThrValArgGluLeuCysSerAla - 

c: HisGlnSerGlnLysSerlleLeuArgMetAlaEndGlnEndGluAsnTyrAlaValLeu - 

P 

V 

u 
I 

TCCCATAACCATGAGTGATAACaVCTCCGGCCAACTTACTTC 

2521 + + + + . + + 2580 

ACGGTAITGGTAOTCACTATTCTCACGCCGGTTGT^TGAA^ 

a: CysHisAsnHisGluKndEncMisCysGlyGlnLeulfarSerAspAsnAspArgArgTfar - 

b: AlalleTtoMetSerAspAsnThrAlaAlaAsnLeuLeiiLeuThrTtolleGli^ 

c: ProEndProEtidValIleTtorLeuArgProO:airTyrPheEndGli^ - 

GAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGG^ 

2581 + - + + + + + 2640 

. CTTCCTCGAOTGGCGAAA/^CGTGTTGTACCCCCTAGTAC^ 

a : GluGlyAlaAsnArgPhePheAlaGlnHisGlyGlySerCysAsnSerProEndSerLeu 

b: LysGlijLeuTSirAlaPheLeuHisAsnMetGlyAspHisValThrArgLeuAspArgT^ - 

cs ArgSerEndProLeuPheCysatorThrTrpGlyll^etEndLei^ - 

GGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCAaaiTGCC^ 
2641 + -- + - -- + - + + + 2700 

CCTTGGCCTCGACTTACTTCGGTATGGTTTGCTGCTCGCACTGT^ 

a : Glyl*hrGlyAlaGl\aEndSerHisllirLysArgArgAlaEiidHisHisAspAlaCysSer 

b : Gl\iProGluIjiBuAsnGl\aAlaI 1 eProAsiiAspGliiArgAspThrllirMet ProValAla - 

cs AsnArgSerEndMetLysProTyrGln'ItoTlirSerVal'lOirProAr^ - 

F 
S 

P 
I 

AATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACT^ 

2701 + + --- + + + - + 2760 

TTACCGTTCTTCCAACGCGTTTGATAATTGACC^ 

a: AsnGlyAsnAsnValMaGln*I*hrIleAsnTrpArgfrair^^ rS rPheProAla 

b: MetAlaThrltoLeuArgLysLeuLefuThrGlyGliiLeuLeuTto - 

c: TrpGlnGlnArgCysAlaAanTVrEndLeuAlaAsnTyrLeu^ - 
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Off nlegungstag: 5. Mail 994 

ACAATTT^TAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCT 

2761 + + + + + + 2820 

TGTTAATTATCTGACCTACCTCCGCCTATTTCAACGTCCTGGTGAAGACGCGAGCCGGG^ 

a : ThrIleAanArgLeuAspGlyGlyGlyEndSerCVsArg*ItoThrSerAlaL 
b : GlnLeuI 1 eAspTrpMetGluAlaAspLysValAlaGlyProLeuLetoArgSerAlaLeu - 

. c: AsnEndEndThrGlyTrpArgArglleLysLeuGliAspHisPheCysMaArgProPhe - 

B 

g 
1 
I 

TCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGCT^ 

2821 + --- + + - + + + 2880 

AGGCCGACCGACCAAATAACGACTAiriTAGACCTCGGCCACTCG 

a: SerGlyTrpLeuValTyrCysEtodESidlleTrpSerAxgEnclAlaTrpLexiSerArgTyr 

b : ProAlaGlyTrpPhel 1 eAlaAspLysSerGlyAlaGlyGluArgGlySerArgGlyl 1 e - 

c: ArglieioAlaGlyLeiiljeuljeulleAsnLeuGluProValSerValAlaliefuAlaValSer - 

P E 

f a 

1 m 

1 1 

1 1 

0 0 
8 5 

1 I 
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACAC^ 

2881 + + + + + + 2940 

GTAACGTCGTGACCCCGGTCTACCATTGGGGAGGGCATAGCATCAATAGATC 

a: HisCysSer*llirGlyAlaArgTrpEndAlaLeuProTyrArgSerTyrLei^ 

b s IleAlaAlaLeuGlyProAspGlyLysProSerArglleValVallleTyrThrThrGi^ - 

c: LeuGltmisTrpGlyGlnMetValSerProProvalSerEndLeuSerotoArgArgGly - 

GAGTCAGGCAACmTGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTC 

2941 + + + + --- + + 3000 

CTCAGTCCGTTGATACCTACOTOCTTTATC^ 

a: GluSerGlyAsnTyz<>lyEndl9irLys£iidl^A8pArg£ndA£q;>ArgC^ 

b: SerGlnAlallirMetJ\spGliiArgAsnArgGlnIleAla61ulleGlyAlaSerIieuIle - 

c: valArgGlnLeuTrpMetAsnGluileAspArgSerlieuArgEndValProHisEndTieu - 

TAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATA 

3001 ^---- + + + + + + 3060 

ATTCXSTAACCATTGACAGTCTGGTTCAA^^^ 

a: EndAlaLeuValThrValArgProSerLeuIieuIleTyrTtolieuAspEndPheLysa^ 

b: IiysHisTrpEndLeuSerTVspGlnValTyrSerTyrlleLexoEndlleAspLeu^ - 

c: SerlleGlyAsnC^sGlnlQirXiysPhelQirHislIeTyrPheArgXjeulleEndAsxi^ - 

TCATTTTTAAim!AAAAGGATCTAGGTGAJ^GATC^^ 

3061 + + + + - + ----+ 3120 

AGTAAATATTAAATTTTCCTAGATCCACTTCTAGGAi^^ 

a : SerPheLeuX leBndLysAspLeuGlyGliiAspProPheEndEndSerHisAspGlnAsn 

b: HlsPheEndPheLysArglleEndValLyslleLeuPheAspAsxiLeuMet^itoLy^ - 

c: XlePheAsziIjeuLysGlySerArgBxidArgSerPheLeallelleSerEndProLysSer - 
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CCCTTAACGTGAGTTTTCG1TCCACTGAGCGTCAC3ACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATC 
3121 + -- + + + + + 3180 

GGGAATTCCACTCAAAAGCAAGGTGACTCGCAGTCTGGGGCAOK^^ 

a : ProLeultorEndvalPheValProlieuSerValArgProArgArgLysAspGlnArgl le 

b : ProEndArgGluPheSerPheHisEndAlaSerAspProValGluIjysi leLysGlySer - 

c: liexiAsnValSerPheArgSerTlirGliaArgGlnrnirProEtoclLysArgSerLysAspLeu - 

TTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCrraC^ 

3161 + + + + - + + 3240 

AAGAACTCTAGGAAAAAAAGACGCGCATTAGACGACGAACGTTTGTT T^ 

a : PheLeiiArgSerPhePheSerAlaArgAsnLexiLexoLeuAlaAsnLysLysOlii^^ 

b : SerEndAspProPhePheLeuArgVall leCysCysXjeuGlnThrLysliysProProLeu - 

c: LeuGluIleLeuPhePheQ/sAlaEiKaserAlaAlaCysLysGlnliysAsiJHisArgTyr - 

ACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT^ 

3241 + + - + + + + 3300 

TGGTCGCCACCAAACAAACGGCCTAGTTCTCGATGGTTGAGAAAAAGGCTO 

a : 'ItoSerGlyGlyLeuPheAlaGlySerArgAlaTSirAsnSerPheSerGluGlyAsnTrp 
b : ProAlaValValCysLeuProAspGlnGliiLexiProThrLexiPheProLysValTlirGly - 

GlnArgTrpPheValCysArglleLysSerTyrGlnLeuPhePheArgArgEndlje\iAla - 



c 



CT^CAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTCIAGCCGTAGOT^ 
3301 + + + + + + 3360 

GAAGTCGTCTCGCGTCTATGGTOTATGACAGGAAGATCACATCGGCyVTCAATCCTC 

a : LeuGlnGlnSerAlaAspThrLysTyrCysProSerSerValAlaValValArgProPro 

b: PbeSerArgAlaGlnlleProAsnThrValLeiiLeuValEndProEncilieuGlyHisHis - 

c: SerAlaGluArgArgTyrGlnlleLeuSerPheEndCysSerArgSerEndAlaoaarT^ - 

A 
1 
w 
N 
I 

CTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTCCTAATCCTC 

3361 •»• + + + - + 3420 

GAAGTTCTTGAGACATCGTGGCGGATGTATGGAGCGAGACGATTAGGAC^ 

a: LeuGlnGliiLeuCysSerrrhrAlaTyrlleProArgSerAlaAsnProVallto 

b ; PbeLysAsnSerValAlaProProThrTyrljeiiAlaljeuLeuJ leLef^ - 

cj SerArg*nirijeuEn<MisArgLefuHisT1irSerIjeuCysEndSerC^ - 

TOCTGCCAGaK;GCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTC^^ 

3421 + + + + + + 3460 

ACGACGGTOVCCGCTSITTCAGCACAGAAI^CCCAACCTGAGT^^ 

a: CysCysGlnTrpArgEndValValSerTyrArgvalGlyLexiLysTlirlleValiairGl^ 

b : AlaAlaSerGlyAspLysSerCysIieuThrGlyLeiiAspSerArgArgEtidLeuProAsp - 

c: LeuProValAlalleSerArgValLeiiProGlyTrpThrGliiAspAspSerTyrArglle - 
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a: 
b: 
c: 



b: 
c: 



a: 
b: 
C: 



a: 
b: 
C: 



a: 
b: 
c: 



a: 
b: 
c: 



TAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAAC 
3481 + + ..-- + --. + + ,-.-.+ 3540 

ATTCCGCGTCGCCAGCCCGACTTGCCCCCCAAGCACGTGTGTCGGGTCGAACCTCGCTTG 

EndGlyAlaAlavalGlyLeiiAsnGlyGlyPheValHisThrAlaGlnLeuGlyAlaAsn 
liysAlaGlnArgSerGlyEndOtoGlyGlySerCysltaGliiProSerLeuGlijArgTte - 
ArgArgSerGlyArgAlaGlijArgGlyValArgAlaHisSerProAlaTrpSerGlxiArg - 

GACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGGGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCG^ 
3341 ---- + + + + .--- + + 2600 

CTGGATGTGGCTTGACTCTATCGATGTCGCACTCGATACnK:TTTC 

AspLe\iHisArg*ilirGlulleProThrAlaEndAlaMetArgljysArgHisAlaSerArg 
ThrTyrThrGluLeuArgTyrLeuGlnArgGltiLeuEndGluSerAlaOto - 
ProTtaProAsnEndAspThrTyrSerValSerTyrGluLysAlaProArgPheProLy - 

AGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAG 

3601 ■»- + + + + ^ + 3660 

TCCCTCTTTCCGCCTGTCCATAGGCCATTCGCCGTCCCa^GCCTTCTC^ 

ArgGl\iLysGlyGlyGlnValSerGlyLysArgGlnGlyArgAsiiArgArgAlaHisGlu 
GlyArgLysAlaAspArgTyrProValSerGlyArgValGlyTtoGlyGliiArgThrArg - 
GlyGluArgArg*liirGlyI leArgEndAlaAlaGlySerGluGlnGluSerAlaArgGly - 

GGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCMSGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT^ 

3661 + + + + + + 3720 

CCTCGAAGGTCCCCCTTTCCGGACCATAGAAATATCAGGACAGCCO^GCGGTX^ 

GlyAlaSerArgGlyLysArgLeuValSerljeuEndSerCysArgValSerProProlieu 
GlxiLexiProGlyGlyAsiiAlaTrpTyrLeuTyrSerProValGlyPheArgHisLexaEnd - 
SerPheGlnGlyGluThrProGlyllePhelleValLeuSerGlyPheAlaTairSerAsp - 

ACTTGAGOSTCGATTTTTGTGATGCTCGIO^GG^ 

3721 + + + + + + 3780 

TGAAercGCAGCTAAAAACACTACGAGCAGTCCCCCCGCCTCGGATACCT^^ 

•ThrEndAlaSerllePbevalMettieuValArgGlyAlaGluProMetGluLysArgGln 
LeuGliiArgArgPheLeuEndCysSerSerGlyGlyArgSerLeuTrpliysAsnAlaSer - 
LeuSerValTVspPheCysAspAlaArgGlnGlyGlyGlyjJQaTyrGlyLysTlirProAla - 

CAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCOTGCCTTTTGCT^ 

3781 + + + + + -- 3832 

GTTGCGCOKSAAAAATGCCAAGGACCGGAAAACGACCGGAAAACGAGTC 

GlnArgGlyLeuPheThrValProGlyLeuLeiiLeuAlaPheCysSerHis 
AsnAlaAlaPheLeuArgPheLeuAlaPheCysTrpProPheAlaHisMet 
•ItoArgProPheTyrGlySerTrpProPheAlaGlyljeiaLexiLeuThr 
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Figur 9 



xbal RBS 
O^CaGfiMACAGCTATGACCATGATTACGAATTTCTAGAT^ 

LacZ: MetThrMetlleThrAsnPheEnd C^pA: MetLysLysThrAlalleAla 

^^"^ ^^"^^ Ssti i^nl Smal BamHl 

. ATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGOVggccTGAGA^ 

II sAlaValAlaXieuAlaGlyPheAlaThrValAlaGlnAlaEnd 

Xhol Sail Psti EC047III Hindlll 
CCCTCGAGGTCGACCTGCAGGCagcGCTT6GC6TCACCCGCa.GTTCGGTGGOT 

Strep- tag.* SerAlaTrxxAr^HisProGlxiPheGlyGlyEnd 
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